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略語表 
 
 
 
本文中の略語は以下に示す一覧表に従って用いた。 
 
15d-PGJ2 15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2 
ANOVA  analysis of variance 
BrdU  5-bromo-2’-deoxyuridine 
BSA  bovine serum albumin 
CAY10410 9,10-dihydro-15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2
CRTH2 chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on T 
helper type 2 cells 
DEPC diethylpyrocarbonate 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DP1  prostaglandin D2 receptor type 1 
DP2  prostaglandin D2 receptor type 2 
DTNB  5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 
EGF  epidermal growth factor 
ERK1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2 
F-12  F-12 nutrient 
FGF2  fibroblast growth factor 2 
GAPDH glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
GFAP  glial fibrillary acidic protein 
GPCR   G protein-coupled receptor 
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GSH  glutathione 
GSH-EE glutathione ethyl ester 
H DCFDA 2 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
HO-1  hemeoxygenase-1 
HRP  horseradish peroxidase 
IgG  immunoglobulin 
LPS  lipopolysaccharide 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MHM  media-hormone-mix 
NeuN  neuronal nuclei protein 
NPC  neural progenitor cell 
NSC  neural stem cell 
NQO-1  NADPH:quinine oxidoreductase-1 
PBS  phosphate buffered saline 
PBSGT  PBS containing 1% normal goat serum and 0.3% Triton X-100 
PBSBT PBS containing 0.5 w/v% bovine serum albumin and 0.3% Triton 
X-100 
PFA  paraformaldehyde 
PG  prostaglandin 
PGD2  prostaglandin D2 
PGJ2  prostaglandin J2
PMA  phorbol 12,13-myristate acetate 
PPARγ  peroxisome proliferator-activated receptor γ 
RMS  rostral migratory stream 
ROS  reactive oxygen species 
SGZ  subgranular zone 
SVZ  subventriculr zone 
 2
TA  transit amplifying 
Th2  T helper type 2 cells 
TrX  thioredoxin 
TdT  terminal deoxynucleotidyl transferase 
Tuj1  β-tubulin type III 
TUNEL  TdT-mediated dUTP-X nick end labeling 
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1. 緒言 
 
 
 
 神経幹細胞（neural stem cell; NSC）は、未分化な状態を保ったまま長期にわ
たって増殖を繰り返す「自己複製能」と、適切な部位まで遊走する「移動能」、
複数の細胞種（ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトという脳
を構成する 3 種類の主要な細胞系列）に分化する「多分化能」という性質を併
せ持つ細胞と定義され(Reynolds et al., 1992)、主に胎生期において活発に増殖と
分化を繰り返し、脳の発生に重要な役割を果たしている。最近、神経幹細胞は
発達期だけでなく、成体のげっ歯類(Altman and Das, 1965)や霊長類(Kornack and 
Rakic, 1999)の中枢神経系においても存在し、生涯に渡って持続的なニューロン
新生を担っていることが明らかになってきた。また、ヒトにおいては、死後脳
を対象にした免疫組織化学的研究により、成人の脳内でも海馬歯状回など限ら
れた領域でニューロン新生が起こっていることが 1998 年に初めて報告され
(Eriksson et al., 1998)、ヒトの中枢神経系においても神経幹/前駆細胞（neural 
progenitor cell; NPC）が存在していることが示唆された。さらに、ヒト成体脳の
側脳室下帯（subventriculur zone; SVZ）や海馬歯状回からも神経幹/前駆細胞が
分離培養され、成体脳における神経幹/前駆細胞からのニューロン新生は哺乳類
に普遍的に観察される現象であることが明らかになった(Kukekov et al., 1999)。
成体哺乳類の脳内においては、神経幹細胞は主に 2 つの領域に豊富に存在して
いる。その 1 つは側脳室の外側壁を構成する SVZ であり、もう 1 つは海馬歯状
回の門と顆粒細胞層の境界領域である顆粒細胞下層（subgranular zone; SGZ）で
ある。SVZ では、分裂速度の遅い神経幹細胞（タイプ B 細胞）から活発な分裂
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能を有する transit amplifying 細胞（TA 細胞）（タイプ C 細胞）を経て、神経前
駆（芽）細胞（タイプ A 細胞）が生まれ、これらは鎖状の凝集体を形成しつつ
吻側移動経路（rostral migratory stream; RMS）をグリア細胞による誘導を受けな
がら吻側方向へと移動していき、嗅球に到達して最終的に顆粒細胞層を構成す
る顆粒細胞、および糸球体層を構成する傍糸球体細胞といった介在ニューロン
に分化し、実際に神経ネットワークに組み込まれて機能することが知られてい
る(Doetsch et al., 1999)。一方、海馬歯状回の顆粒細胞下層においても、分裂速
度の比較的遅い神経幹細胞（タイプⅠ細胞）から活発な分裂能を有する TA 細
胞（タイプⅡ細胞）を経て、顆粒細胞と呼ばれるニューロンへと分化し(Cameron 
and McKay, 2001; Fukuda et al., 2003)（Fig. 1）、これらは貫通枝からの入力を受け、
また自身は CA3 に存在する錐体細胞に苔状線維を介して神経出力を行い、海馬
歯状回の神経回路に組み込まれることが報告されている(Schmidt-Hieber et al., 
2004)。 
 
 
Self-renewing Multipotent
Neuron
 
 
 
 
 
 
Glia
Molecular layer
Granule cell layer
Hilus
Subgranular
cell layer
Neural stem
cell
Fig. 1. Neurogenesis in the hippocampal dentate gyrus.  
The neural stem cells have abilities to proliferate and to migrate into determined area and to 
differentiate into neurons, astrocytes and oligodendrocytes. 
 
 ところで、成体脳における神経幹細胞は記憶・学習や気分など脳の生理機能
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に重要な役割を果たしていることが考えられている。その根拠として、神経幹
細胞の活性が様々な生理的状態または病的状態に応じて変化することが挙げら
れる。例えば、空間学習(Leuner et al., 2004)や文脈的恐怖条件付け(Pham et al., 
2005)、環境エンリッチメント(van Praag et al., 1999)などは、海馬歯状回の顆粒
細胞下層に存在する神経幹細胞・前駆細胞の増殖能や生存を亢進することが報
告されている（Table 1）。さらに、低線量放射線や fluoxetine のような抗うつ薬
の投与によって神経幹細胞の増殖を抑制すると、空間学習能の障害(Snyder et al., 
2005)や認知機能の低下(Bruel-Jungerman et al., 2005)、抗うつ薬の薬理効果の低
下(Santarelli et al., 2003)など脳の生理機能や薬理作用に変化が見られることが
報告されている。また、脳血管障害によって脳内のニューロンが障害されると、
側脳室下帯および海馬歯状回・顆粒細胞下層に存在する神経幹細胞が活性化し、
その増殖能を亢進させてニューロン(Nakatomi et al., 2002)やアストロサイト
(Pforte et al., 2005)を新生することが多数報告されている。さらに、神経幹細胞
の増殖因子を外因的に投与して、人為的に神経幹細胞の増殖能を増加させると、
脳血管障害に伴う学習能力の低下が改善されることや、アルツハイマー病のモ
デル動物においてニューロンへの分化が亢進すること(Jin et al., 2004)、また、睡
眠剥奪が海馬歯状回の神経幹細胞の増殖を減少させることが報告されている
(Guzman-Marin et al., 2007)。以上の所見は、神経幹細胞が脳の生理機能維持だけ
でなく、病態時の脳機能の回復においても重要な役割をもつことを示唆してい
る。しかしながら、その細胞内外におけるメカニズムはほとんど明らかになっ
ていない。このメカニズムを明らかにすることは、成体脳に存在する神経幹細
胞を賦活化して、外傷・血管障害・神経変性疾患などで損傷を受けた多様なニ
ューロンを再生させる治療法の開発などに結びつく可能性が考えられる。 
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Table 1. Regulation of neurogenesis by physiological factors.  
 
 
 ところで、睡眠は哺乳類にとって非常に重要な生理作用であるが、上述のよ
うに、睡眠を剥奪すると海馬歯状回の神経幹細胞の増殖が抑制されることが報
告されている(Guzman-Marin et al., 2007)。さらに本研究室の研究において、睡眠
が神経幹細胞の増殖能に与える影響について in vivo で検討したところ（Fig. 2）、
睡眠剥奪後の回復睡眠がラット海馬歯状回の顆粒細胞下層に存在する神経幹/ 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. The effect of rebound sleep on the proliferation of neural stem/progenitor cells in 
the SVZ or DG of adult rat. 
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前駆細胞の増殖を促進させることが観察された（unpublished data）。以上のこと
から、睡眠はニューロン新生の調節において重要な役割を果たしていることが
明らかである。しかしながら、睡眠によるニューロン新生の調節を担う細胞外
物質やその細胞内のメカニズムについては、未だに不明である。近年では、様々
な因子によって睡眠障害が引き起こされることが社会問題にもなっており、こ
の必要不可欠な生理作用である睡眠と、中枢疾患に対する再生医療の点からも
注目を集めている神経幹細胞との関連を明らかにすることは、非常に意義の大
きいものと考えられる。 
 睡眠によるニューロン新生の調節メカニズムを解明するためには、神経幹細
胞の機能を調節しうる睡眠関連物質を同定することが非常に重要である。これ
までに睡眠を誘導する生理活性物質として、プロスタグランジンD2（PGD2）や
アデノシン、メラトニンなどの生理活性物質が同定されてきた(Ingram et al., 
1982; Mizoguchi et al., 2001; Urade et al., 1993)。特に、プロスタグランジン類（PG）
は、病態時に局所的に高濃度で産生され多彩な生理作用を有することが知られ
ている。これまでの報告により、多くのPG類が脳内においても産生されている
ことが確認されている(Montine et al., 1999)。その中でも、PGD2が脳内において
最も高濃度で分泌されることがわかっている（Table 2）。また、東北大学大学院
薬学研究科薬物療法学分野との共同研究により、成体マウス海馬におけるPG類
の含有量を解析したところ、他のPG類と比べてPGD2が最も多く含有されてい
ることが確認された（unpublished data）。しかしながら、PG類のニューロン新
生に対する調節作用についてはPGE2のアナログであるsulprostoneが成体ラット
海馬歯状回の神経幹/前駆細胞の増殖を促進させることが報告されているのみ
で(Uchida et al., 2002)、他のPG類、特に脳内の主要プロスタグランジンである
PGD2による海馬歯状回のニューロン新生に対する効果は、これまで全く報告さ
れていない。PGD2は脳内において非常に強い睡眠誘導物質として働いて 
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 Table 2. The effect of neurogenesis in DG by prostaglandin group in DG. 
 
 
おり、睡眠障害の患者脳内においては局所的に数百から数千倍にその濃度が上
昇するといわれている（Pentreath et al., 1990）。すなわち、断眠時ではPGD2は脳
内において局所的に数µMから数十µM程度までは上昇する可能性が考えられる。
睡眠が海馬のニューロン新生を調節すること、強い睡眠誘導物質であるPGD2
が海馬において高い含有量を示すことから、PGD2が海馬のニューロン新生にお
いて重要な役割を担う可能性が考えられた。 
 PGD2は生体膜の構成脂質であるリン脂質から生成されるアラキドン酸から
産生される(Ogorochi et al., 1984)。細胞に刺激が加わると、細胞内Ca2+の一過性
の上昇が起こり、細胞質のホスホリパーゼA2が細胞膜へと移動する。そして、
細胞膜のリン脂質からアラキドン酸が切り出され、その一部がシクロオキシゲ
 9
ナーゼの作用によりプロスタグランジンH2に代謝される(Smith, 1989; Smith, 
1992)。これを基質として、プロスタグランジンD2、プロスタグランジンE2、プ
ロスタグランジンF2α、プロスタグランジンI2、及びトロンボキサンA2がそれぞ
れの合成酵素により産生される。そして、局所ホルモンとしてその近傍の受容
体に作用し、多彩な生理作用を示す。PGD2は、脳内においてリポカリン型プロ
スタグランジンD合成酵素により産生され(Urade et al., 1985)、睡眠誘発、痛み応
答の調節、体温低下、黄体ホルモン分泌抑制などの中枢作用を示す(Hayaishi, 
1991; Ito et al., 1989)。また、PGD2は末梢組織の肥満細胞やTh2（T helper type 2 
cells）リンパ球に分布する造血器型プロスタグランジンD合成酵素によっても
生成され(Urade et al., 1987)、血管拡張、気管支収縮、血小板凝集阻害などの生
理作用を惹起し、アレルギーや炎症反応のメディエーターとして働く(Ito et al., 
1989) 。 PGD2 は PGD2 1 型 受 容 体 （ DP1 ） と CRTH2 （ chemoattractant 
receptor-homologous molecule expressed on T helper type 2 cells）とも呼ばれる
PGD2 2 型受容体（DP2）の 2 種類のGタンパク質共役型受容体（G protein-coupled 
receptor; GPCR）に作用して、様々な生理的作用を惹起することが報告されてい
る(Boie et al., 1995; Hirai et al., 2001; Hirata et al., 1994)。DP1 はGsタンパク質と共
役しており、主に肺、胃、子宮などに発現している。また、DP1 は中枢神経系
では睡眠に関与することが知られている。すなわち、脳を包むくも膜や脳の実
質であるオリゴデンドロサイトに局在するリポカリン型プロスタグランジンD
合成酵素により産生されたPGD2は、脳脊髄液に分泌されて睡眠ホルモンとして
脳内を循環する。さらに、視交叉から視床下部後部に至るくも膜に局在するDP1
受容体を刺激して、睡眠誘発作用を示すことが報告されている(Urade et al., 
1993)。一方DP2 はGiタンパク質、Gqタンパク質と共役しており、好酸球、好塩
基球、Th2 を含む造血組織、心臓などに発現しており、主にアレルギー反応に
関与する(Hirai et al., 2001; Stubbs et al., 2002)。また、PGD2は、非酵素的に代謝
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され、シクロペンテノン構造を有するJ2型プロスタグランジン（PGJ2類）が産
生されることが知られている(Fukushima et al., 1982)。これまでJ2型プロスタグ
ランジンとしてPGJ2、∆12-PGJ2、及び 15-deoxy-∆12,14-PGJ2（15d-PGJ2）の 3 種類
が報告されている(Fitzpatrick and Wynalda, 1983; Kikawa et al., 1984) （Fig. 3）。
PGD2から非触媒的脱水により産生されたPGJ2は別々の経路で∆12-PGJ2、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Metabolism of PGD2 into three derivatives of PGJ2. 
 
 
及び 15d-PGJ2に変換されることが明らかになっており(Shibata et al., 2002)、PGJ2
から 15d-PGJ2への脱水・異性化は非触媒的に、またPGJ2から∆12-PGJ2の異性化
には血清アルブミンが関与している。さらに、15d-PGJ2は核内受容体スーパー
ファミリーに属するperoxisome proliferator-activated receptor-γ（PPARγ）の内因
性リガンドとして作用し、脂肪細胞の分化の促進や抗炎症作用などの生理作用
を有することが報告されている(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995)。また、
15d-PGJ2はそのシクロペンテノン環中に親電子炭素を有しており、この親電子
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性炭素を介してグルタチオンやいくつかのタンパク質中のシステイン残基のチ
オール基と共有結合をし、細胞内の酸化還元状態を変化させたり、標的タンパ
ク質の機能を変化させたりすることによって多彩な生理作用を惹起することが
報告されている(Rossi et al., 2000; Straus et al., 2000)。 
  ところで、神経幹細胞の存在を実験レベルで初めて厳密に示したのは、1992
年のカルガリー大学の Weiss らによる論文である(Reynolds et al., 1992)。彼らは
ニューロスフェア法と呼ばれる培養法を用いて、神経幹細胞の存在を実証した。
すなわち、神経組織の様々な領域から細胞を単離し、上皮成長因子（epidermal 
growth factor; EGF）及び線維芽細胞増殖因子-2（fibroblast growth factor-2; FGF2）
の存在下に非接着性の培養器で培養すると、神経幹細胞は増殖によってニュー
ロスフェアと呼ばれる単一の細胞に由来する細胞凝集塊を形成する。このニュ
ーロスフェアを形成する細胞は、nestin と呼ばれる未分化細胞に特異的な中間
径フィラメント構成タンパク質を発現している。さらに、ニューロスフェアを
単一細胞に分散して同様の培養条件におくと、そのうちの一部の細胞が再びニ
ューロスフェアを形成することから、自己複製能を有する神経幹細胞の存在を
確認することができる。さらに、ニューロスフェアを接着可能な培養器に移し
て増殖因子非存在下に培養すると、ニューロン、アストロサイト及びオリゴデ
ンドロサイトへの分化が観察される。これらのことより、神経幹細胞の機能に
おけるシグナル分子の役割を解明するためには、これらの培養系を用いた実験
が有用であると考えられる。 
 これまで、哺乳類にとって必要不可欠である睡眠が海馬歯状回のニューロン
新生を調節していることが明らかとなっているが(Guzman-Marin et al., 2007)、そ
の原因脳内物質はほとんど知られていない。また、強い睡眠誘導作用を示し、
中枢神経系の主要プロスタグランジンであるPGD2は、海馬においても局在する
ことが確認されているが、神経幹細胞の機能に対する作用は全く報告されてい
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ない。そこで本研究では、マウス海馬由来神経幹細胞に対するPGD2の作用とそ
の作用メカニズムを明らかにし、ニューロン新生における新規の神経幹細胞機
能調節機構について、in vitro及びin vivoの両面から詳細に解析することを目的
とした。 
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2. 実験方法 
 
 
 
2-1 実験動物及び飼育方法 
 雄性 ICR マウス（5 週齢）及び雌性 ICR マウス（妊娠 15.5 日目）は日本 SLC
より購入し、使用した。動物は恒温（23±2°C）条件及び明暗条件下（明期 12
時間、暗期 12 時間）で飼育した。水、餌は自由に与えた。 
 全ての実験は日本薬理学会の動物実験指針に従い、東北大学環境・安全委員
会・動物実験専門委員会の審査及び東北大学総長の承認（承認番号 22 薬動－17）
を得て行った。 
 
 
2-2 試薬 
 用いた試薬及び購入先は以下の通りである。DMEM/F12 （11039-021） は
GIBCOより購入した。PGD2、15d-PGJ2、CAY10410、BW A868CはCayman Chemical
より購入し、エタノールに溶解させて実験に用いた。RamatrobanはBayer Yakuhin
より供与され、エタノールに溶解させて実験に用いた。GW9662 はALEXIS 
Biochemicalsより購入し、エタノールに溶解させて実験に用いた。EGF、FGF2
はInvitrogenより購入し、DMEM/F12 に溶解して用いた。WST-8、BrdUはナカラ
イテスクより購入した。正常ヤギ血清はVector Laboratoriesより購入した。Alexa 
Fluor 488 goat anti-mouse IgG抗体（A11001）、Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG
抗体（ A11036 ）、 Alexa Fluor 568 goat anti-rat IgG 抗体（ A11077 ）及び
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate（H2DCFDA）はInvitrogenより購入した。
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Mouse anti-β-tubulin type III（Tuj1）、rabbit anti-glial fibrillary acidic protein（GFAP）、
β-NADPH、5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)、5-sulfosalicylic acid及びGSHレダク
ターゼはSigma-Aldrichより購入した。Mouse anti-neuronal nuclei protein（NeuN）
はChemiconより購入した。ラット抗  BrdU IgG（anti-BrdU）抗体はOxford 
Biotechnologyより購入した。その他の試薬については市販の特級試薬あるいは
それに準ずるものを用いた。 
 
 
2-3 海馬由来神経幹細胞の培養 
 マウス海馬由来の神経幹細胞の培養は、Weissらが開発したニューロスフェア
法を用いて行った(Reynolds et al., 1992)。 エーテルでの深麻酔下で、妊娠 15.5
日目の雌性ICRマウスを開腹し、氷冷したグルコース（0.6%）を含むリン酸緩
衝生理食塩水（phosphate buffered saline; PBS）の中にマウス胎仔を取り出した。
さらに、クリーンベンチ内で眼科用ハサミとピンセット（INOX No.5）を用い
て脳を摘出し、氷冷したDMEMとF-12 nutrientの混合液（1 : 1）（DMEM/F-12）
中に取り出した。さらに、実体顕微鏡下で眼科用ハサミを用いて胎仔脳を左右
に分離した。それぞれ左右の脳の内側部から海馬を眼科用ハサミを用いて選択
的に摘出し、氷冷したmedia-hormone-mix （MHM）液（組成はTable 3 に示す）
1 mlに取り出した。ピペッティングにより組織を単一細胞化し、細胞懸濁液を
40 µm セルストレイナ （ーCat# 352340、Becton-Dickinson）で濾して単一細胞化
されていない組織片を除いた。ノントリートメントT75 カルチャーフラスコ
（Cat# 353133、Becton-Dickinson）を用いて、EGF（20 ng/ml）及びFGF2（20 ng/ml）
を含むMHM液中（12 ml）で 5 日間培養し、ニューロスフェアを形成させて神
経幹細胞を分離増殖させた。その際、細胞は 37°Cに保温した 5% CO2を含むイ
ンキュベーター中にて培養し、培養開始時の細胞密度は、4 × 105 cells/ml と
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した。また、2 日に一度、1/4 量の培養液を添加した。 
 
 
    DMEM/F-12 
        Glucose     0.34 % 
        Insulin      23 µg/ml 
        Transferrin     92  µg/ml 
        Putrescine     55  µM 
        Sodium selenite    27.5  nM 
        Progesterone     20  nM 
Penicillin     50  units/ml 
Streptomycin     50  units/ml 
 
Table 3. The composition of MHM 
 
 
2-4 WST-8 assay（生細胞数測定法） 
 初代培養により摘出したマウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、ノ
ントリートメント T75 カルチャーフラスコより回収し、200 × g（1,200 rpm）
で室温において 5 分間遠心した。遠心後、上清を除去し、collagenase （1 mg/ml）、
およびBSA（bovine serum albumin）（10 mg/ml）を含むDMEM/F12（10 ml）を加
えて、37°C、10 分間静置し、酵素的分解によりニューロスフェアを単一細胞化
させた。200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分間遠心後、上清を除去し、
DMEM/F12（10ml）を加えてピペッティングし、再び 200 × g（1,200 rpm）で室
温において 2 分間遠心した。上清を除去し、MHM（2 ml）を加えてピペッティ
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ングし、40 µmセルストレイナーに通した。MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 
cells/mlに調製し、ノントリートメント 96 穴プレート（Cat#351172、
Becton-Dicknson）の各ウェルに 90 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培
養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF溶液を 10 µlずつ各ウェ
ルに加え、CO2インキュベーター中で 48 時間培養した。その後、WST-8 試薬（5 
µl）を各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 5 時間培養した後、マイク
ロプレートリーダー（Cat# F039300、TECAN）を用いて 450 および 595 nmの吸
光度を測定した。培養液のみを加えたウェルの吸光度をバックグランドとして
補正した。 
また、各受容体アンタゴニスト、グルタチオンエチルエステルはPGD2、
15d-PGJ2またはCAY10410 刺激の 1 時間前から処理した。 
 
 
2-5 DNA 合成能測定法（BrdU 免疫染色） 
マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 cells/mlに
調製し、ノントリートメント 96 穴プレートの各ウェルに 90 µlずつ播種し、CO2
インキュベーター中で培養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF
を 10 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 36 時間培養した。次
に 、 10 倍 の 濃 度 に 調 製 し た 5- ブ ロ モ -2’- デ オ キ シ ウ リ ジ ン
（5-bromo-2’-deoxyuridine; BrdU）溶液を 11 µlずつ各ウェルに加え、さらに 12
時間培養した。パラホルムアルデヒド（paraformaldehyde; PFA）溶液（8%）を
各ウェルに 100 µlずつ入れ、最終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間
固定し、さらにPBS（100 µl）で 3 回洗浄した。その後、37°Cに加温した 2 N 塩
酸（HCl）を 50 µlずつ各ウェルに加え、5 分間静置した。さらにホウ酸緩衝液
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（0.15 M、pH 8.5）を 50 µlずつ各ウェルに加え、10 分間静置し、PBS（100 µl）
で 3 回洗浄した。その後、各ウェルに、正常ヤギ血清（1%）及びTriton X-100
（0.3%）を含むPBS（PBSGT）を添加し、室温において 2 時間ブロッキング反
応を行った。その後、PBSGTで希釈したラット抗 BrdU IgG（anti-BrdU）抗体
（200 倍希釈、OBT0030、Oxford Biotechnology）と共に 4°C、overnightでインキ
ュベーションした。PBSで 3回洗浄後、PBSGTで希釈した二次抗体、ヤギAlexa568
標識抗ラットIgG抗体（goat Alexa568-anti rat IgG、200 倍希釈、A11007、Molecular 
Probes）及び核染色試薬hoechst 33258（1 µg/ml）と共に遮光下、室温で 2 時間
インキュベーションした。PBSで 3 回洗浄後、PBS（100 µl）中で保存した。蛍
光顕微鏡（Olympus）を用いて撮影し、各ウェルの細胞数及びBrdU陽性細胞数
をそれぞれカウントした。 
 
 
2-6 TUNEL（TdT-mediated dUTP-X nick end labeling）染色法 
 LAB-TEK chamber®（Cat# 178599、Nunc）の各ウェルをpoly-L-lysine（PLL、
30 µg/ml、100 µl）によってコーティングし、4°C、overnightで保存した。滅菌
水で 3 回洗浄した後、各ウェルをlaminin溶液（15 µg/ml、100 µl）でコーティン
グし、4°C、overnightで保存した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェルに滅菌水
を 100 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
 5 日間培養したマウス海馬由来神経幹細胞をノントリートメントT75 カルチ
ャーフラスコより回収し、200 × g（1,200 rpm）で室温において 5 分間遠心した。
遠心後、上清を除去し、collagenase （1 mg/ml）、およびBSA（10 mg/ml）を含
むDMEM/F12（10 ml）を加えて、37°C、10 分間静置し、酵素的分解によりニ
ューロスフェアを単一細胞化させた。200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分
間遠心後、上清を除去し、DMEM/F12（10 ml）を加えてピペッティングし、再
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び 200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分間遠心した。上清を除去し、MHM
（2 ml）を加えてピペッティングし、40 µmセルストレイナーに通した。MHM
を用いて細胞懸濁液を 4.0 × 105 cells/mlに調製し、LAB-TEK chamber®の各ウェ
ルに 100 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培養した。12 時間後、10 倍
の濃度に調製した薬液とEGFを 10 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベータ
ー中で 48 時間培養した。その後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、
最終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）
で 3 回洗浄した。 
 細胞を固定した後、LAB-TEK chamber®の枠とゴムをピンセットによって取り
除き、PFA（4%）溶液で 1 時間固定し、PBSで 2 回洗浄した。氷冷したTritonX-100
（0.1%）を含むクエン酸ナトリウム溶液（0.1 %）にLAB-TEK chamber®を浸し、
2 分間静置し、その後PBSで 2 回洗浄した後、PBSGT（0.2 ml）を用いて免疫染
色 セ ン タ ー （ Thermo SCIENTIFIC ） に セ ッ ト し た 。  TdT （ terminal  
deoxynucleotidyl transferase）（10%）を含むNucleotide mixture溶液を各LAB-TEK 
chamber®の上から 100 µlずつ加え、37°Cで 1 時間インキュベートした。その後、
1 mlのPBSで 3 回洗浄し、核染色試薬hoechst 33258（1 µg/ml）を含むPBSを 100 
µlずつ加え遮光下で 15 分間インキュベーションした。その後、PBS（1 ml）で
3 回洗浄した。LAB-TEK chamber®を免疫染色センターから外して乾燥させ、封
入剤（Biomeda）を用いてカバーガラスで封入した。蛍光顕微鏡（Olympus）を
用いて撮影し（対物レンズ: 10 倍、WUフィルター、露光時間 : 50.2 ms、ゲイ
ン : 150、オフセット : 0、WIGフィルター、露光時間: 468 ms、ゲイン: 200、オ
フセット: 30）、各ウェルの細胞数及びTUNEL陽性細胞数をそれぞれカウントし
た。 
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2-7 細胞内総グルタチオン（glutathione; GSH）量測定法（酵素リサイクリング
法） 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 4.5 × 105 cells/mlに
調製し、PLL（30 µg/ml）及びlaminin（15 µg/ml）でコーティングしたノントリ
ートメント 35 mmディッシュ（1000-035、IWAKI）に 2 mlずつ播種し、CO2イ
ンキュベーター中で培養した。12 時間後、100 倍の濃度に調製した薬液とEGF
溶液を 20 µlずつ各ディッシュに加え、CO2インキュベーター中で 12 時間培養
した。その後、細胞懸濁液をコニカルチューブ（15 ml用）に回収し、600 × g
（2,000 rpm）、室温で 2 分間遠心した。上清を除去した後、5% 5-sulfosalicylic acid
溶液を 50 µl加え、ピペッティングした後、全量をエッペンドルフチューブ（1.5 
ml用）に移した。-80°Cで 15 分間、静置した後、37°Cにて融解させた。この凍
結融解の作業を 2 回繰り返し、アルミホイルで遮光した後、4°Cで 5 分間、静
置した。続いて、10,000 × g（11,400 rpm）、室温で 10 分間遠心し、上清を別の
エッペンドルフチューブに移し、これをグルタチオン定量のサンプルとした。
また、残った沈渣に 0.1 N NaOHを 20 µlを加えて溶解させ、タンパク定量のサ
ンプルとした。 
 グルタチオン定量用のサンプルを 96 穴プレートの各ウェルに 10 µl ずつ播種
し、さらに working 溶液  [6 units/ml GSH レダクターゼ、 1.5 mg/ml 
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)、1 mM EDTA を含む 0.1 M リン酸カリウム緩衝
液] を 150 µl ずつ加え、ピペッティングした。室温で 5 分間静置した後、0.16 
mg/ml β-NADPH を 50 µl ずつ加え、ピペッティングした。速やかにマイクロプ
レートリーダーを用いて 412 nm の吸光度を測定した。さらに、5、10、15、20
分後に、412 nm の吸光度を測定した。各サンプルの総グルタチオン量について
は、還元型グルタチオンの標準曲線を基に計算した。また、タンパク定量用サ
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ンプルを用いて DC protein アッセイを行い、BSA の標準曲線を基に各サンプル
のタンパク量を計算した。総グルタチオン量をタンパク量で除することで内補
正を行った。 
 
 
2-8 細胞内活性酸素（reactive oxygen species; ROS）レベルの測定 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 cells/mlに
調製し、PLL（30 µg/ml）及びlaminin（15 µg/ml）でコーティングしたノントリ
ートメント 96 穴プレートの各ウェルに 90 µlずつ播種し、CO2インキュベータ
ー中で培養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF溶液を 10 µlず
つ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 2 時間培養した。インキュベー
ト終了の 30 分前に、ROSの蛍光指示薬であるH2DCFDAを最終濃度が 10 µMに
なるように添加した。その後、培養上清を除去し、MHMを 100 µl加え、速やか
に蛍光顕微鏡（Olympus）を用いて撮影し（対物レンズ: 10 倍、露光時間 : 20.1 
ms、ゲイン : 250、オフセット : 20）、各ウェルのH2DCFDA陽性細胞数及び蛍
光強度をScion® Image（Scion Corporation）を用いて定量した。 
 
 
2-9 ウェスタンブロッティング 
 24 穴プレート（Cat#142475、Nunc）の各ウェルをPLL（30 µg/ml、300 µl）に
よってコーティングし、2 時間静置した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェル
にMHMを 300 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 7.0 × 105 cells/mlに
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調製し、24 穴プレートの各ウェルに 400 µlずつ播種し、CO2インキュベーター
中で 12 時間培養した。薬物刺激をした後、培養上清を除去し、サンプルバッフ
ァー[75 mM 2-amino-2-hydroxymethyl-1, 3-propanediol (Tris) –HCl, 2% sodium 
dodecyl sufate (SDS), 10% glycerol, 3% 2-mercaptoethanol, 0.003% bromophenol 
blue, pH 6.8]を加え、可溶化した。これを 95°Cで 5 分間処理し、タンパク質サ
ンプルとした。タンパク質サンプルは 11%のアクリルアミドゲルで電気泳動し、
分離したタンパク質をセミドライ・トランスファー装置（AE-6675, ATTO）で
ゲルからPVDF膜（Hybond P, Amersham）へ転写した。次にPVDF膜を 3%スキム
ミルク含有TBST（10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.4）に浸して室
温で 2 時間ブロッキングを行い、その後 3%スキムミルク含有TBSTで希釈した
一 次 抗 体 と 4°C で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 用 い た 抗 体 は 、 anti 
-phospho-extracellular signal-regulated kinase 1/2 antibody（p-ERK1/2, Cell Signaling 
Technology, 1000 倍希釈）及びanti-ERK1/2（Cell Signaling Technology, 1000 倍希
釈）である。TBSTで 5 回洗浄後、PVDF膜を 3%スキムミルク含有TBSTで希釈
した二次抗体に浸して、室温で 2 時間インキュベートした。二次抗体は
horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-rabbit IgG antibody（Cell Signaling 
Technology, 5000 倍希釈）を用いた。TBSTで 5 回洗浄後、化学発光検出キット
（ECL, Amersham）を用いて、HRPと基質との反応により生じた化学発光を化
学発光検出フィルム（Hyperfilm ECL, Amersham）に感光させて検出した。 
 
 
2-10 総RNAの調製 
 6 穴プレート（Cat#140675、Nunc）の各ウェルをPLL（100 µg/ml、1000 µl）
によってコーティングし、2 時間静置した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェ
ルにMHMを 300 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
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 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 2.5 × 105 cells/mlに
調製し、6 穴プレートの各ウェルに 2000 µlずつ播種し、CO2インキュベーター
中で 12 時間培養した。薬物刺激した後、培養上清を除去し、サンプリング行っ
た。サンプリングは、TRI REAGENT（11 667 165 001、Roche）1 mlを加えてピ
ペッティングし、5 分間室温で静置した。これに、クロロホルム 200 µlを加え
て 15 秒間ボルテックスした。氷上で 3 分間インキュベートし、17,400 × g（15,000 
rpm）、4°Cで 15 分間遠心した。分離上清（300 µl）を新たなチューブに採取し、
イソプロパノール 300 µlを加えてボルテックスし、10 分間インキュベートした。
17,400 × g（15,000 rpm）、4°Cで 15 分間遠心し、沈渣に 70%エタノール 1 mlを
加え、17,400 × g（15,000 rpm）、4°Cで 15 分間遠心した。上清を完全に除去した
後、沈渣をdiethylpyrocarbonate（DEPC）水 10 µlに溶解させ、総RNA溶液とした。
Nanodrop®（LMS、東京）で 260 nmの吸光度を測定し、RNA濃度を算出した。
これに適量のDEPC水を加え、RNA濃度を 0.1 ng/µlとし、サンプルRNAとした。 
 
 
2-11 RT (Reverse Transcription) – PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 サンプルRNA 5.75 µl、オリゴ（dT）15プライマー（0.25 pmol/µl、Promega）
0.5 µlをPCRチューブに加えて、70°Cで 10 分間反応させた。さらに、5 x RTバッ
ファー2 µl、10 mM dNTPs（Fermentas）1 µl、RNaseインヒビター（40 U/ml、
TOYOBO）0.25 µl、Rever TraAce（TOYOBO）0.5 µlを加え、30°Cで 10 分間、
続いて 42°Cで 60 分間反応させて逆転写反応を行い、99°Cで 5 分間処理するこ
とで酵素を失活させた。 
 得られたcDNAサンプル 1.5 µlに対して、SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real 
Time）（TAKARA BIO INC.）5 µl、H2O 3 µl、10 µl プライマーミックスをチュ
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ーブに加えて混合し、リアルタイムPCRを行った。 Hemeoxygenase-1（HO-1）、
NADPH:quinine oxidoreductase-1（NQO-1）については、①94°C, 5 min、②94°C, 
15 sec、Tm, 30 sec、72°C, 60 sec × 45 サイクルの条件で行い、その他については、
①94°C, 5 min、②94°C, 10 sec、Tm, 20 sec、72°C, 30 sec × 45 サイクルの条件で
行った。用いたプライマーの塩基配列およびTm、産物サイズはTable 4 に記し
た。各遺伝子のmRNA発現量はglycerol-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の
mRNA発現量で除することで内補正を行った。 
 
 
 
Table 4. Sequences of primers used for PCR 
 
 
2-12 多分化能解析 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 2.6 × 105 cells/mlに
調製し、PLL（30 µg/ml）及びlaminin（15 µg/ml）でコーティングした 96 穴プ
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レートの各ウェルに 100 µlずつ播種し、CO2インキュベーター中で培養した。
12 時間後、各ウェルの上清をアスピレートし、10 倍の濃度に調製した薬液を含
んだMHMを 100 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 48 もしく
は 96 時間培養した。その後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、最
終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）で
3 回洗浄した。 
 細胞を固定した後、各ウェルに BSA（0.5 w/v%）及び TrritonX-100（0.3%）
を含む PBS（PBSBT）を添加し、室温において 2 時間ブロッキング反応を行っ
た。その後、PBSBT で希釈したマウス抗 Tuj1（anti-Tuj1）抗体（200 倍希釈、
T 8660）及びウサギ抗 GFAP（anti-GFAP）抗体（200 倍希釈、G9269）と共に 4°C、
overnight でインキュベーションした。PBS で 3 回洗浄後、PBSBT で希釈した二
次抗体、ヤギ Alexa488 標識抗マウス IgG 抗体（goat Alexa488-anti mouse IgG、
200 倍希釈、A11001、Invitrogen）及びヤギ Alexa568 標識抗ウサギ IgG 抗体（goat 
Alexa568-anti rabbit IgG、200 倍希釈、A11036、Invitrogen）及び核染色試薬 Hoechst 
33258（1 µg/ml）と共に遮光下、室温で 2 時間インキュベーションした。PBS
で 3回洗浄後、PBS（100 µl）中で保存した。その後、CELAVIEWシステム（Olympus、
RS100）で 96 穴プレートの蛍光像を撮影した（対物レンズ：10 倍、露光時間：
hoechst 33258; 100 ms、Tuj1; 700 ms、GFAP; 100 ms）。得られたデータを Scan^R 
Analysis（Olympus）ソフトウェアを用いて、撮影した写真中の hoechst33258 陽
性細胞の数を測定した。また、Tuji 及び GFAP 陽性細胞数を撮影画像より目視
でカウントし、hoechst 33258 陽性細胞あたりの各陽性細胞数を定量した。 
 
 
 
2-13 nestin 染色 
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 LAB-TEK chamber®の各ウェルを 2-6 と同様の方法でPLL（30 µg/ml、100 µl）
及びlaminin溶液（15 µg/ml、100 µl）でコーティングした。マウス海馬由来神経
幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニューロスフェアを単一細胞
化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.0 × 105 cells/mlに調製し、LAB-TEK 
chamber®の各ウェルに 200 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培養した。
2 時間後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、最終的に 4% PFAにな
るようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）で 3 回洗浄した。 
細胞を固定した後、2-12 と同様の方法により免疫染色を行った。一次抗体は、
マウス抗 nestin（anti-nestin）抗体（300 倍希釈、MAB377、Chemicon）を用い、
二次抗体は goat Alexa488-anti mouse IgG（200 倍希釈）、また、核染色として
hoechst 33258（1 µg/ml）を用いた。その後、蛍光顕微鏡（対物レンズ：10 倍、
露光時間：hoechst 33258; 117 ms、nestin; 935 ms）を用いて撮影し、各ウェルの
細胞数及び nestin 陽性細胞数をそれぞれカウントした。 
 
 
2-14 マウス脳室内投与 
 明暗条件下で飼育した 5 週齢の雄性ICRマウスをジエチルエーテルにより軽
度に麻酔した。マウス頭部のラムダの位置から外側に 2 mm及び吻側に 2 mmず
らした位置において、針（星盛堂医療器工業）を垂直に真下に刺し、HAMILTON
シリンジ（HAMILTON company）を用いて生理食塩水に溶解させた 15d-PGJ2
溶液（0, 0.3, 1, 3, 30 ng/3 µl/mouse）をゆっくりと側脳室内に投与した。マウス
が麻酔下より回復した後、上述と同様の条件下で 5時間または 24時間飼育した。 
 
2-15 BrdU 投与及びサンプリングスケジュール 
 マウス脳室内投与 5 時間または 24 時間後に、BrdU（50 mg/kg）を 26G の注
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射針（Termo）を用いてマウス腹腔内に投与した。その後再び通常飼育下に戻
し、BrdU 投与の 2 時間後もしくは 3 週間後に脳をサンプリングした。サンプリ
ングの方法は、2-16 に記す。 
 
 
2-16 灌流固定及び脳スライスの作製 
 ジエチルエーテルによる深麻酔下において開腹し、カテーテルを左心室より
大動脈に通し、氷冷した 0.009%ヘパリン/生理食塩水を 30 ml 流した後、PFA 溶
液（4%）/ 0.1 M リン酸緩衝液を 20 ml 流して灌流固定を行った。眼科用ハサミ
を用いて脳を摘出し、4°C にて PFA 溶液（4%）/ 0.1 M リン酸緩衝液内に一晩
浸した後、20%スクロース/0.1 M リン酸緩衝液 20 ml に浸した。その後、クリ
オスタット（LEICA CM 1510S）を用いて海馬を含む厚さ 40 µm の冠状切片を
作製し、吻側端から尾側端にかけて海馬を含む切片を 1 枚ずつ順番に選び、2
グループに分けて PBS 溶液を満たした 6 穴プレート内に保存した。 
 
 
2-17 免疫組織化学染色法 
 2-16 で記述した方法で 2 グループに分けた切片のうち、1 グループを BrdU
に対する抗体を用いて免疫染色を行った。また、BrdU と NeuN もしくは GFAP
との共染色を行った。 
 BrdU の免疫染色では、海馬を含む脳スライスを 37°C に加温した 2N 塩酸の
入った 6 穴プレートに移し、37°C で 20 分間振倒しながらインキュベートした。
さらにホウ酸緩衝液（0.15 M、pH 8.5）の入った 6 穴プレートにスライスを移
して、室温で 10 分間振倒しながらインキュベートし、塩酸の中和を行った。こ
の塩酸の中和は 2 回繰り返した。続いて、脳スライスを PBS 溶液で 5 分間ずつ
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3 回洗浄した後、1 ml PBSGT 溶液の入ったセラムチューブに移し、室温で 2 時
間ブロッキング反応を行った。その後、脳スライスを PBSGT で希釈した
anti-BrdU 溶液（200 倍希釈）の入ったセラムチューブに移し、4°C、overnight
で振倒しながらインキュベートした。PBS 溶液で 5 分間ずつ 3 回洗浄した後、
スライスを PBSGT で希釈した二次抗体、goat Alexa568-anti rat IgG（200 倍希釈）
及び hoechst 33258（1 µg/ml）の入ったセラムチューブに移し、遮光下、室温で
2 時間インキュベーションした。その後、スライスを PBS 溶液で 5 分間ずつ 3
回洗浄した後、ゼラチン・クロムミョウバンコートしたスライドガラスにスラ
イスを貼り付け、乾燥させた。スライスを封入剤（Biomeda mounting medium）
を用いてカバーガラスで封入し、冷暗所に保存した。 
 BrdU と NeuN もしくは GFAP との共染色では、一次抗体として anti-BrdU の
他に、マウス抗 NeuN IgG（anti-NeuN）抗体（500 倍希釈）もしくは anti-GFAP
抗体（150 倍希釈）を用い、二次抗体として goat Alexa568-anti rat IgG に加えて
goat Alexa488-anti mouse IgG（200 倍希釈）を用いた。また、陽性細胞数のカウ
ントは、共焦点顕微鏡（Leica）を用いて行った。 
 
 
2-18 各種マーカーでラベル化された細胞の定量法 
 2-17 で免疫染色を行った脳スライスは、蛍光顕微鏡を用いてブラインド下で
各種マーカーの陽性細胞数をカウントした。海馬歯状回を含む吻側端から尾側
端の各脳スライスにおいて、顆粒細胞下層に存在する BrdU 陽性細胞数をカウ
ントし、2 を乗することで各マウス海馬歯状回における総 BrdU 陽性細胞数を計
算した。また、ランダムに選択された BrdU 陽性細胞数に対して、NeuN もしく
は GFAP 陽性の細胞をカウントし、その比を算出した。 
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 2-19 統計 
実験結果については平均値±標準誤差（S.E.M）で示した。有意差検定は二群
間の比較には Student’s t-test を用い、多重比較には Dunnett 多重比較法を用い、
P < 0.05 を有意差ありと判断した。 
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 3. 実験結果 
 
 
 
3-1 ニューロスフェア法によるマウス海馬由来神経幹細胞の分離培養 
 神経幹細胞の選択的培養法として、ニューロスフェア法が知られている。本
研究では、このニューロスフェア法を用いて胎生マウス海馬から神経幹細胞の
分離培養を行った。すなわち、EGF、FGF2 存在下の無血清培地で浮遊培養し、
培養 5 日目のニューロスフェアを培養フラスコより回収・単離し、各種の実験
に用いた。また、この培養条件下で形成されたニューロスフェア由来の細胞の
ほとんどは、神経幹細胞のマーカーとして用いられている nesitin を発現（95 ± 
0.73%）していた。さらに、このニューロスフェアを単一細胞に分散して同様
の培養条件におくと、再びニューロスフェアを形成したことから、増殖能を有
する未分化な神経幹細胞の存在を確認できた（Fig. 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. The representative bright-field photograph of neurospheres derived from mouse 
hippocampus. 
NSCs were isolated from hippocampal tissures and were seeded in MHM containing 20 ng/ml EGF 
and 20 ng/ml FGF2 at a density of 4.0 × 105 cells/ml. Cells were fed fresh medium every second 
day and were incubated for 5 days (DIV 5) to form a sufficient number and size of neurospheres. 
Scale bar = 200 µm. 
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 3-2 PGD2が海馬由来神経幹細胞の増殖能に及ぼす影響 
哺乳類においては、胎生期に神経幹細胞によって脳が形成された後は、細胞
が過剰に産生されないよう神経幹細胞の一部が幹細胞の性質は維持しつつ、状
況や時期に応じて細胞産生を再開すべく待機している状態に変化すると考えら
れている。したがって、神経幹細胞が「適切な数」及び「適切な種類」の神経
細胞を生み出すには、適切な時期に神経幹細胞が増殖することが重要であると
考えられる。そこで、本研究では神経幹細胞を特徴づける重要な性質の一つで
ある「増殖能」に着目して実験を行った。EGFは、神経幹細胞の強力な増殖促
進因子であり、in vivoにおいてもアストロサイトの分化と成熟ニューロンの生
存維持に重要であると考えられている(Sibilia et al., 1998)。そこで、中枢神経系
において主要なプロスタノイドの一つであるPGD2がEGFによる神経幹細胞の
増殖に対してどのような影響を与えるのかを、生細胞数測定法であるWST assay
を用いて検討した。WST-8 は細胞内においてミトコンドリアのNAD依存性脱水
素酵素により還元され、水溶性のホルマザリンを生成し、このホルマザリンの
吸光度を直接測定することにより、生細胞数を間接的に定量することができる
(Jiang et al., 2005; Kanemura et al., 2002)。 
  まず様々な濃度のEGF（0, 2, 20 ng/ml）によって、海馬由来神経幹細胞の増殖
を誘発し、PGD2（0.1 µM ～ 10 µM）共処理の影響を検討した。その結果、EGF
は濃度依存的に神経幹細胞の増殖を促進することが観察された（Fig. 5）。EGF
非存在下では、PGD2はいずれの濃度においても神経幹細胞の生細胞数に対して
影響を与えなかった。一方、EGF存在下（2, 20 ng/ml）では、PGD2は低濃度（0.3 
µM ～ 2 µM）において増殖を促進し、高濃度（5 µM ～ 10 µM）では抑制す
るという二相性の作用を示した（Fig. 5）。PGD2の二相性の作用のうち増殖能促
進作用は低濃度のEGF（2 ng/ml）で刺激した際に、一方、増殖能抑制作用は高
濃度のEGF（20 ng/ml）で刺激した際に、より顕著に観察された。 
 31
  また、このPGD2による増殖能調節作用が、実際に細胞周期を調節することに
よってもたらされているのかどうかを検討するために、DNA合成能測定法で 
あるBrdU assayを用いて実験を行った。BrdUはチミジン誘導体であり、DNA合
成期（S期）にある細胞核にチミジンの代わりに取り込まれる。BrdU抗体を用
いた免疫染色によって、BrdU標識細胞を可視化し、細胞の分裂・増殖能を評価
することができる。その結果、低濃度（2 ng/ml）及び高濃度（20 ng/ml）のEGF
によるDNA合成促進に対して、低濃度（1 µM）のPGD2は促進作用を、また高
濃度（10 µM）のPGD2は抑制作用を示した。これらの結果より、低濃度（1 µM）
のPGD2は神経幹細胞の増殖を促進し、高濃度（10 µM）のPGD2では逆に増殖を
抑制するというWST-8 assayの結果と同様な二相性の作用を示した（Fig 6）。 
 次に、PGD2による増殖能調節作用の培養日数依存性についてWST-8 assayを
用いて検討を行った（Fig. 7）。EGFの各濃度（0, 2, 20 ng/ml）におけるそれぞれ
のvehicle群を比較すると、EGFは濃度依存的に、また培養日数依存的に神経幹
細胞の細胞数を増加させた。一方で、PGD2は、細胞数の増加がまだ顕著ではな
い培養 1 日目では促進効果のみが認められ、抑制効果はほとんど観察されなか
った。しかし、培養 2 日目、4 日目、7 日目と培養日数が長くなるにつれて、高
濃度（10 µM）のPGD2による増殖能抑制効果が強く観察された。一方、培養 2
日目で顕著であったPGD2促進効果は、4 日目、7 日目にはほとんどみられなか
った。 
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Fig. 5. The effect of PGD2 on EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without of various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and 
incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm 
was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The data are presented as mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant 
difference from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
 
 
 
 
Fig. 6. The effect of PGD2 on DNA synthesis activity in the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentration of (0, 1, 10 µM) in the presence of EGF (2, 20 ng/ml) 
for 24 hr. BrdU (10 µM) was also added to cells simultaneously with PGD2 and EGF. After the 
cells were fixed in 4% PFA, BrdU-labelled cells were stained by immunocytochemistry. 
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Fig. 7. Concentration- and incubation time-dependency for the effects of PGD2 on the 
proliferation of the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for various incubation period (1, 2, 4, 7 days). Thereafter, WST-8 
solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm 
with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net absorbance 
substracting the values of cell-free wells was calculated. The data are mean ± S.E.M of three or 
four wells. 
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 3-3 PGD2の細胞死に対する作用 
 3-2 Fig. 7 の結果より、高濃度のPGD2による増殖能抑制作用において、時間依
存的に生細胞数の減少が見られたことから、増殖抑制に続くアポトーシスが起
こっていることが考えられた。そこで、PGD2が神経幹細胞のアポトーシスに対
して影響を与えるかどうか、TUNEL染色を用いて検討した。TUNEL染色法は、
アポトーシスで生じるDNA断片の 3’-OH末端を、TdTを用いてフルオレセイン
-dUTPで標識することで、組織及び培養細胞中の死細胞を検出できる。 
 その結果、3 µM ～ 10 µMの高濃度のPGD2は神経幹細胞の細胞死を有意に増
加させた（Fig. 8）。したがって、高濃度のPGD2は、神経幹細胞の増殖を停止さ
せ、それに引き続き細胞死を引き起こすことが確認された。 
 
 
 
 
Fig. 8. Effects of PGD2 on the cell death of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurosphere was seeded in LAB-TEK chamber® Slide 
pre-coated with 30 µg/ml poly-L-lysine followed by 15 µg/ml laminin at a density of 4 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 ng/ml) for 
48 hr. Cells were fixed in 4% PFA for 15 min and were processed for TUNEL staining. Nine 
random areas for each well (10 × objective view) were captured by CCD camera and the number of 
cells were counted. The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference 
from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-4 PGD2の増殖調節作用に対するDP1 及びDP2 アンタゴニストの効果 
前述したように、PGD2の生理作用はGPCRのDP1 及びDP2 を介して惹起され
ることが知られている。PGD2の神経幹細胞の増殖調節作用がDP1 もしくはDP2
を介しているかどうかを検討するために、神経幹細胞においてDP1 及びDP2 が
発現しているかどうかをRT-PCRを用いて検討した（Fig. 9）。各受容体の予想さ
れるバンドのサイズは、DP1 は 361 bp、DP2 は 263 bpである。これらのプライ
マーを用いて培養神経幹細胞のcDNAを増幅した結果、DP1 及びDP2 のいずれ
の受容体ともmRNAレベルにおける発現が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. mRNA expression of DP1, DP2, PPARγ in the cultured NSCs mRNA. 
Total RNA was extracted from dispersed NSCs and DP1, DP2 and PPARγ were analyzed by 
RT-PCR. DP1 cDNA fragment (361 bp), DP2 cDNA fragment (263 bp) and PPARγ cDNA 
fragment (351 bp) were amplified with 45 cycles and stained with ethidium bromide. 
 
 
 
次にDP1 アンタゴニストであるBW A868CとDP2 アンタゴニストである
ramatrobanを用いて検討した。その結果、BW A868C（10 µM）存在下において
も、低濃度（1 µM ～ 2 µM）のPGD2はEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（5 
µM ～ 10 µM）のPGD2はそれらを抑制した（Fig. 10）。また、対象群とBW A868C
群を比較しても有意な差は認められなかった。さらに、細胞の種類や培養条件
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 によって、アンタゴニストに対する反応性が異なる可能性も考えられたため、
様々な濃度（0.1, 1, 10, 30 µM）のBW A868Cの効果についても検討した。いず
れの濃度のBW A868Cも、低濃度のPGD2による増殖の促進効果及び高濃度の
PGD2による抑制効果に対して抑制作用を示さなかった（Fig. 11）。一方、
ramatroban（10 µM）存在下においても、低濃度（1 µM ～ 2 µM）のPGD2はEGF
依存的な増殖を促進し、高濃度（5 µM ～ 10 µM）のPGD2はそれらを抑制した
（Fig. 12）。また、対象群とramatroban群を比較しても有意な差は認められなか
った。さらに、BW A868Cの場合と同様に、様々な濃度（0.1, 1, 10, 30 µM）の
ramatrobanの効果についても検討した。いずれの濃度のramatrobanも、低濃度の
PGD2による増殖の促進効果及び高濃度のPGD2による抑制効果に対して抑制作
用を示さなかった（Fig. 13）。これらの結果から、PGD2による神経幹細胞の増
殖調節作用はDP1、DP2 のいずれも介していないことが示唆された。 
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Fig. 10. The effect of DP1 antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP1 antagonist, BW A868C (10 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 
(p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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Fig. 11. The effect of various concentrations of DP1 antagonist on the action of PGD2 on 
the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP1 antagonist, BW A868C (0.1 µM – 30 µM), they were treated with 
or without various concentrations of PGD2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, 
WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 
nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net 
absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the relative value of 
cell number to each control (PGD2 free). The data are mean ± S.E.M of four or six wells.  
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Fig. 12. The effect of DP2 antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP2 antagonist, ramatroban (10 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 
(p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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Fig. 13. The effect of various concentration of DP2 antagonist on the action of PGD2 on 
the proliferation of the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP2 antagonist, ramatroban (0.1 – 30 µM), they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, 
WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 
nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net 
absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the relative value of 
cell number to each control (PGD2 free). The data are mean ± S.E.M of three or four wells. 
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 3-5 15d-PGJ2が海馬由来神経幹細胞の増殖能に及ぼす影響 
近年、PGD2から生体内で非酵素的脱水によりPGJ2、15d-PGJ2、∆12-PGJ2など
のJ2型プロスタグランジン類が生成されることが報告されている(Fitzpatrick 
and Wynalda, 1983; Fukushima et al., 1982; Kikawa et al., 1984)。さらに、これらの
代謝反応は生体内だけでなく、リン酸緩衝液（PBS）のような水溶液中でも容
易に起こることが明らかとなっている(Shibata et al., 2002)。3-4 の実験結果から、
PGD2による神経幹細胞の増殖調節作用はDP1、DP2 のどちらも介していないこ
とが示唆されている。そこで、PGD2による神経幹細胞の増殖調節作用がPGD2
の代謝産物である 15d-PGJ2の作用によってもたらされている可能性を検討した。 
そこで、15d-PGJ2（0.1 µM ～ 10 µM）がEGF（0, 2, 20 ng/ml）による神経幹
細胞の増殖にどのような影響を与えるのかをWST-8 assayによって検討した。そ
の結果、EGF存在下（2, 20 ng/ml）では 15d-PGJ2は低濃度（0.3 µM）において
EGF依存性の増殖を促進し、高濃度（1 µM ～ 10 µM）では抑制するという二
相性の作用を示した（Fig. 14）。一方、EGF非存在下においては、低濃度の
15d-PGJ2は増殖に対して影響を及ぼさなかったが、高濃度においては増殖を抑
制した。15d-PGJ2の二相性の作用のうち増殖促進作用は低濃度のEGF（2 ng/ml）
で刺激した際に、増殖抑制作用は高濃度のEGF（20 ng/ml）で刺激した際に、よ
り顕著に観察された。この 15d-PGJ2の作用はPGD2の作用（Fig. 5）と比較して、
およそ 10 分の 1 から 3 分の 1 の低濃度で観察された。さらに、同濃度のPGD2
に比べて 15d-PGJ2は、増殖抑制作用を強く惹起することが認められた。 
 また、この 15d-PGJ2による増殖調節作用が、実際に細胞周期を調節すること
によってもたらされているのかどうかを検討するために、DNA合成能測定法で
あるBrdU assayを用いて実験を行った。最初に、最も適切なBrdU負荷のタイミ
ングについて、条件検討を行ったところ、細胞を 4% PFAで固定する 12 時間前、
すなわちEGFで刺激した後の 36時間から 48 時間の間にBrdUを負荷することが
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 適切であることを確認した（Fig. 15）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. The effect 
of 15d-PGJ2 on 
EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and 
incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm 
was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The data are mean ± S.E.M of four to six wells. * Significant difference 
from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test).  
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Fig. 15. The exposure time-dependency for BrdU incorporation in NPCs in the absence or 
presence of EGF.  
After incubated in the absence of EGF for 12 h, NPCs were stimulated with vehicle or EGF (2 or 
20 ng/ml) for 48 h. BrdU (1µM) was added to the culture medium during last 12 h (from 36 to 48 h 
after EGF treatment), 24 h (from 24 to 48 h after EGF treatment), 36 h (from 12 to 48 h after EGF 
treatment) or 48 h (from 0 to 48 h after EGF treatment). Thereafter, cells were fixed and processed 
for BrdU immunocytochemistry. The proportion of BrdU-labeled cells among the total cells are 
shown. The data are mean ± S.E.M. of six wells. *; significant difference from 12 h group in each 
concentration of EGF (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett's test). #; significant 
difference from vehicle group in each BrdU exposure time (p < 0.05, One-way ANOVA followed 
by Dunnett's test). 
 
 
その結果、低濃度（2 ng/ml）及び高濃度（20 ng/ml）のEGFによるDNA合成促
進に対して、低濃度（0.3 µM）の 15d-PGJ2は促進作用を、また高濃度（1 µM ～ 
10 µM）の 15d-PG-J2は抑制作用を示した。これらの結果より、低濃度（0.3 µM）
の 15d-PGJ2は神経幹細胞の増殖能を促進し、高濃度（1 µM ～ 10 µM）の
15d-PGJ2では逆に増殖を抑制するというWST-8 assayの結果と同様な二相性の
作用が観察された（Fig. 16）。  
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Fig. 16. The effect of 15d-PGJ2 on DNA synthesis activity of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without 15d-PGJ2 (0.03 µM - 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. BrdU (1 µM) was added to each well during the last 12 hr incubation period. After 
cells were fixed with 4% PFA, BrdU-labelled cells were stained by immunocytochemistry and nine 
random areas for each well (10 × objective view) were surveyed and the number of cells counted. 
The data are mean ± S.E.M of four wells. * Significant difference from vehicle control (p < 0.05, 
One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-6 15d-PGJ2の細胞死に対する作用 
次に、15d-PGJ2が神経幹細胞の細胞死に対して影響を与えるかどうか、
TUNEL染色法を用いて検討した。 
 その結果、1 µM ～ 10 µMの濃度の 15d-PGJ2は神経幹細胞の細胞死を有意に
増加させた（Fig. 17）。また、3-3 の結果と比較すると、15d-PGJ2はPGD2よりも
TUNEL陽性細胞の数を増加させていることから、神経幹細胞に対する細胞死誘
発作用はPGD2に比べて 15d-PGJ2の方がより強いことが認められた。 
 
 
 
 
 
Fig. 17. Effects of PGD2 and 15d-PGJ2 on the apoptosis of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurosphere was seeded in LAB-TEK chamber® Slide 
pre-coated with 30 µg/ml poly-L-lysine followed by 15 µg/ml laminin at a density of 4 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with or 
without of various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 48 hr. Cells were fixed in 4% PFA for 15 min and were processed for TUNEL staining. 
Nine random areas for each well (10 × objective view) were captured by CCD camera and the 
number of cells were counted. The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant 
difference from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-7 PGD2及び 15d-PGJ2の増殖調節作用に対するPPARγアンタゴニストの効果 
これまでの結果から、PGD2による神経幹細胞の増殖調節作用は、代謝生成さ
れた 15d-PGJ2によって主に惹起されていることが示唆された。前述したように、
15d-PGJ2はPPARγの内因性リガンドとして作用することが報告されている
(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995)。そこで、PGD2及び 15d-PGJ2による増殖
調節作用にPPARγが関与しているかを検討した。まず、PPARγのmRNA発現を
RT-PCRで検討したところ、神経幹細胞にはPPARγ mRNAが発現していることが
確認された（Fig. 9）。 
次に、不可逆的なPPARγアンタゴニストであるGW9662 を用いて検討した。
その結果、GW9662（0.1 µM）存在下においても、低濃度（1 µM ～ 2 µM）の
PGD2はEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（5 µM ～ 10 µM）のPGD2はそれら
を抑制した。また、対象群とGW9662 群を比較しても有意な差は認められなか
った（Fig. 18）。また、同様にGW9662（0.1 µM）存在下においても、低濃度（0.3 
µM ～ 0.5 µM）の 15d-PGJ2はEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（1 µM ～ 10 
µM）の 15d-PGJ2はそれらを抑制した。また、対象群とGW9662 群を比較しても
有意な差は認められなかった（Fig. 19）。これらの結果から、PGD2及び 15d-PGJ2
による神経幹細胞の増殖調節作用は、PPARγを介していないことが示唆された。 
 ところで、GW9662 は 1 µM以上の濃度において細胞毒性を発揮することがい
くつかの種類の細胞において報告されている(Ray et al., 2006)。しかしながら、
10 µMのGW9662 の存在下においても、低濃度の 15d-PGJ2はEGF依存的な増殖
を促進し、高濃度の 15d-PGJ2はそれらを抑制した（data not shown）。 
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Fig. 18. The effect of PPARγ antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 
(p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test).  
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Fig. 19. The effect of PPARγ antagonist on the action of 15d-PGJ2 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 
20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 
(p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-8 CAY10410（9,10-dihydro-15d-PGJ2）が海馬由来神経幹細胞の増殖に及ぼす
影響 
3-7 の実験結果から、15d-PGJ2による神経幹細胞の二相性の増殖調節作用は
PPARγを介さないことが示唆された。前述したように、15d-PGJ2はシクロペン
テノン環中の 9 位の位置に、α、β不飽和結合による親電子性炭素を有しており
（Fig. 20）、この親電子性炭素を介してグルタチオンや標的タンパク質中のシス
テイン残基と比較的容易に共有結合し、標的タンパク質の機能を変化させるこ
とにより細胞内情報伝達に関わることが明らかにされている(Rossi et al., 2000; 
Straus et al., 2000)。一方、CAY10410（9,10-dihydro-15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2）
は、PPARγリガンドとしての作用を有するが、シクロペンテノン環の二重結合
が脱水素化されているために、9 位の炭素が親電子性を有さない(Ray et al., 
2006)。したがって、CAY10410 はある種の標的タンパク質のシステイン残基に
対して反応性を示さない 15d-PGJ2の構造類似体であると考えられる。そこで次
に、CAY10410 が神経幹細胞の増殖に与える作用をWST-8 assayを用いて検討し
た。 
その結果、2 ng/ml EGF 存在下において、10 µM の CAY10410 は増殖を促進さ
せた（Fig. 21）。ここで、CAY10410 は、13 位の炭素を介して PPARγ と結合し、
特に、10 µM 以上の濃度においてその結合性が非常に上昇することが報告され
ている(Shiraki et al., 2005)。そこで、10 µM CAY10410 の増殖促進作用が PPARγ
を介して惹起されている可能性を検討するため、PPARγ アンタゴニストである
GW9662 の効果について検討した。その結果、10 µM CAY10410 による神経幹
細胞の増殖の促進効果は、GW9662 によって拮抗された（Fig. 22）。これらのこ
とから、10 µM CAY10410 による神経幹細胞の増殖の促進効果は PPARγ を介し
た作用であることが示唆された。 
 また、CAY10410 は 0.01 µM ～ 1 µMの濃度において、EGF（2 ng/ml）によ
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 る神経幹細胞の増殖に影響を与えなかった（Fig. 21）。これらの結果から、
15d-PGJ2は自身の有する親電子性炭素を介して、ある種の標的タンパク質のシ
ステイン残基と共有結合し、そのタンパク質の生理機能を変化させることによ
り神経幹細胞の増殖を調節している可能性が示唆された。  
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. The chemical structure of 15d-PGJ2 and CAY10410. 
The structure of 15d-PGJ2 (a) and CAY10410 (b) is shown. Electrophilic carbons were indicated by 
C9 and C13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 21. The effect of CAY10410 on EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of CAY10410 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence 
or presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well 
and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 
nm was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The data are mean ± S.E.M of three or four wells. 
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Fig. 22. The effect of PPARγ antagonist on the action of CAY10410 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of CAY10410 (0.1 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 
hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The 
absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader 
and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the 
relative value of cell number to each control (PGD2). The data are mean ± S.E.M of three or four 
wells. * Significant difference between vehicle and GW9662 group at each concentration of 
CAY10410 (p < 0.05, Student’s t-test). 
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 3-9 15d-PGJ2が神経幹細胞内の総グルタチオン量に及ぼす影響 
 15d-PGJ2は、その分子内の親電子性炭素を介して細胞内の主要な還元物質で
あるグルタチオンと共有結合し、細胞内グルタチオン量を減少させることが知
られている(Ray et al., 2006)。そこで、海馬由来神経幹細胞内の総グルタチオン
量（還元型及び酸化型）に対して 15d-PGJ2がどのような影響を及ぼすかを酵素
リサイクリング法を用いて検討した。グルタチオンは、Fig. 23 に示した酵素リ
サイクリング法によって高感度に検出される。すなわち、 5,5’-dithiobis 
(2-nitrobenzoic acid)（DTNB）はジスルフィド結合を分子内に含有し、グルタチ
オンを酸化すると同時に、自身は 5-Mercapto-2-nitrobenzoic acidに還元される。
このチオールの吸光度（λ max=412 nm）を測定することによりグルタチオンを定
量することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23. The sheme of enzyme recycling methods. 
 
 
 15d-PGJ2を処理し、12 時間後に神経幹細胞内をサンプリングし、酵素リサイ
クリング法によって総グルタチオン量を測定したところ、増殖を促進させる濃
度の 0.3 µMは細胞内の総グルタチオン量に影響を及ぼさなかった（Fig. 24）。一
方、増殖を抑制させる濃度の 1 µMから 10 µMにおいては 15d-PGJ2はグルタチオ
 53
 ン量をcontrolと比較して 50%から 60%へと、非常に強く減少させた。これらの
結果から、高濃度の 15d-PGJ2は神経幹細胞内において内因性のグルタチオンを
化学修飾し、細胞内のグルタチオン量を減少させることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24. The effect of 15d-PGJ2 on endogenous GSH levels of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 35 mm dish at a density of 4.5 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with 
or without various concentrations of 15d-PGJ2 (0.3 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 12 hr and the total GSH level was measured using enzymatic reducing cycle system. The 
data are means ± S.E.M. of four experiments. *; significant difference from vehicle control (p < 
0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test).  
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 3-10 15d-PGJ2が神経幹細胞内のROSレベルに及ぼす影響 
 これまでの結果から、PGD2及び 15d-PGJ2による神経幹細胞の増殖調節作用は
PPARγを介さず惹起されることが示唆された。一方、15d-PGJ2の細胞内の標的
物質の一つとしてグルタチオンが確認された。SH-SY5Y細胞において、15d-PGJ2
はその細胞内ROSレベルを上昇させることが報告されている(Shibata et al., 
2003)。3-9 の結果より、神経幹細胞内の 15d-PGJ2の標的物質の候補として、細
胞内主要還元物質であるグルタチオンが確認されたことから、神経幹細胞内の
ROSレベルに対する 15d-PGJ2の効果について、ROSに選択的な蛍光指示薬であ
るH2DCFDAを用いて検討した。H2DCFDAは細胞質で酸化されることによって
蛍光を発する細胞膜透過性の物質である。生細胞に取り込まれると、二酢酸基
がエステラーゼによって切断され、ROSが存在すると、還元された色素が酸化
され蛍光を発するようになり、細胞内のROSレベルを解析することができる
(Hempel et al., 1999; Ray et al., 2006)。 
 H2DCFDA陽性細胞数及び細胞毎の蛍光強度分布を解析したところ、ポジティ
ブコントロールとして用いたPMAは神経幹細胞内のROSレベルを有意に上昇
させた。一方、15d-PGJ2は濃度依存的に神経幹細胞内ROSレベル上昇させるこ
とが観察された（Fig. 25）。特に、増殖を促進する低濃度の 0.3 µMではROSレベ
ルの上昇は中程度であったが、増殖を抑制する高濃度 1 µMにおいては非常に強
くROSレベルを上昇させることが確認された。一方で、シクロペンテノン環中
の 9 位の親電子性炭素が欠失したCAY10410 は、神経幹細胞内ROSレベルに対
して影響を及ぼさなかった。これらのことから、神経幹細胞内ROSレベルの調
節には 15d-PGJ2の持つ親電子性炭素が重要であることが示唆された。 
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Fig. 25. The effect of 15d-PGJ2 on ROS levels in the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 96 well plate at a density of 1.1 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with 
or without various concentrations of 15d-PGJ2, CAY10410 or PMA in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 2 h. Immediately after the loading of H2DCFDA (10 µM) during the last 30 min of the 
incubation period, cells were washed with MHM and fluorescent images were obtained using a 
fluorescence microscope (A). The proportion of positive cells (a) and the level of fluorescence 
intensity per cell (b) were calculated by Scion® Image (B). PMA was used as a positive control 
reagent. The data are means ± S.E.M. of three to six wells (a) or 65–312 cells (b). *; significant 
difference from the vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Fisher’s PLSD test). 
Scale bar = 200 µm.  
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 3-11 PGD2及び 15d-PGJ2の増殖能調節作用に対するグルタチオンの効果 
これまでの結果によりPGD2による増殖調節作用は、DP1、DP2 を介さず、代
謝生成された 15d-PGJ2による標的物質の化学修飾を介して惹起されている可能
性が示唆された。15d-PGJ2の標的物質候補としてグルタチオンが同定されたの
で、15d-PGJ2が細胞内の主要還元物質であるグルタチオンと結合し、その量を
減少させ、細胞内ROSレベルを調節することによって二相性の増殖能調節作用
を惹起することが考えられた。この仮説を検討するために、膜透過型のグルタ
チオン誘導体であるグルタチオンエチルエステル（GSH-EE）の前処理が、PGD2
及び 15d-PGJ2の作用にどのような影響を及ぼすのか検討した。GSH-EEは、細
胞膜を通過後、細胞内エステラーゼによってグルタチオンに変換されることが
明らかになっている。 
 EGF存在下（2 ng/ml及び 20 ng/ml）において 2 mMのGSH-EEの前処理が、低
濃度（0.1 µM – 0.3 µM）の 15d-PGJ2による増殖促進作用及び高濃度（1 µM - 10 
µM）の抑制作用をともに抑制していることが観察された（Fig. 26）。また、低
濃度のPGD2（1µM - 3µM）よる増殖促進作用及び高濃度（5 – 10 µM）の抑制作
用もGSH-EE処理により抑制されることが観察された（Fig. 26）。 
また、GSH-EEの前処理が 15d-PGJ2による細胞内ROSレベルの上昇にどのよ
うな影響を及ぼすのかをH2DCFDAを用いて検討したところ、2 mM GSH-EEに
よって、0.3 µM及び 1 µMの 15d-PGJ2による細胞内ROSレベルの上昇は抑制され
た（Fig. 27）。 
これらの結果から、PGD2及びその代謝産物である 15d-PGJ2は細胞内でグルタ
チオンと共有結合し、その量を減少させ、それに引き続き細胞内ROSレベルを
上昇させることで神経幹細胞の増殖を調節している可能性が示唆された。 
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Fig. 26. The effect of exogenous glutathione on the action of PGD2 and 15d-PGJ2 on the 
proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without glutathione ethyl ester (GSH-EE) (2 mM), they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) or 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in 
the presence of EGF (2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well 
and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 
nm was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The value of the control group was set to 100%. The data are means ± S.E.M. 
of three to four wells. #; significant difference from 15d-PGJ2-free (0 µM) in the vehicle group, †; 
significant difference from 15d-PGJ2-free (0 µM) in the GSH-EE group (p < 0.05, One-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test). *; significant difference between the vehicle and GSH-EE 
groups at each concentration of 15d-PGJ2. (p < 0.05, Student’s t-test).  
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Fig. 27. The effect of exogenous glutathione on the action of PGD2 and 15d-PGJ2 on the 
proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in plate at a density of 1.1 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were pretreated with or without 
glutathione ethyl ester (GSH-EE) (2 mM), they were treated with or without various concentrations 
of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) or 15d-PGJ2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 2 h. Immediately 
after the loading of H2DCFDA (10 µM) during the last 30 min of the incubation period, cells were 
washed with MHM and fluorescent images were obtained using a fluorescence microscope (A). 
The proportion of positive cells was calculated by Scion® Image (B). The data are means ± S.E.M. 
of three to six wells (a) or 65–312 cells. *; significant difference from the control (p < 0.05, 
One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). Scale bar = 200 µm. 
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 3-12 ERK1/2 のリン酸化に対する 15d-PGJ2の効果 
 これまでの結果より、EGF存在下（2 ng/ml）において低濃度の 15d-PGJ2は神
経幹細胞内の総グルタチオン量に影響を及ぼさなかったことから、グルタチオ
ン以外の標的分子が増殖促進効果においては重要である可能性が考えられる。
一方、15d-PGJ2の親電子性炭素の標的としてグルタチオン以外にも、増殖シグ
ナルに関与する低分子量Gタンパク質のH-rasが報告されている(Oliva et al., 
2003)。すなわち、15d-PGJ2はH-rasタンパク質中のシステイン残基へ共有結合す
ることによって、その下流シグナルであるERK1/2 を活性化することが知られて
いる。また、EGFによる神経幹細胞の増殖はERK1/2 の活性化が必要であること
も報告されている。そこで、海馬由来神経幹細胞におけるEGF誘導性ERK1/2 の
リン酸化に対する 15d-PGJ2の効果についてウェスタンブロッティング法を用い
て検討した。 
 神経幹細胞に 15d-PGJ2を 10 分間前処理し、その後EGF（2 ng/ml）で刺激し、
ERK1/2 に与える影響を検討した。その結果、EGF刺激は、刺激後 3 ～ 30 分に
おいて顕著なERK1/2 のリン酸化を惹起した（Fig. 28A）。一方、0.3 µMの 15d-PGJ2
処理は、EGF非刺激時及びEGF刺激時のERK1/2 のリン酸化に対してもほとんど
影響を及ぼさなかった。一方、1µMの 15d-PGJ2の刺激はEGF非刺激時における
ERK1/2 のリン酸化を中程度に上昇させた。また、これらの傾向は、EGF刺激の
60 分前に 15d-PGJ2を処理した場合においても観察された。そこで、15d-PGJ2
が単独で神経幹細胞のERK1/2 のリン酸化を引き起こすかを検討したところ、
15d-PGJ2は時間依存的に、ERK1/2 のリン酸化を引き起こすことが明らかとなっ
た（Fig. 28B）。 
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Fig. 28. The effect of 15d-PGJ2 on EGF-induced phosphorylation of ERK1/2 in NSCs. 
A: Time-dependency of EGF-induced phosphorylation of ERK1/2. After the dispersed NSCs from 
the primary neurospheres were pretreated with 15d-PGJ2 for 10 min (a) or 60 min (b), they were 
treated with EGF (2 ng/ml). Thereafter, cells were harvested with sampling buffer and processed 
for western blotting. B: The effect of phosphorylated ERK1/2 by 15d-PGJ2 (0.3 µM) alone. 
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 3-13 15d-PGJ2によるROSレベル上昇における遺伝子発現の影響 
 近年、シクロペンテノン型プロスタグランジンの 1 つである NEPP11 が、
Keap1/Nrf2経路を活性化し、ニューロン保護作用を示すことが報告された(Satoh 
et al., 2006)（Fig. 29）。Nrf2 は塩基性領域－ロイシンジッパー構造をもつ転写因
子である。定常時において、Nrf2 は細胞質因子の Keap1 によって抑制されてい
るが、親電子性物質、ROS、活性窒素種などの 様々な反応性分子種に細胞が曝
されると、Keap1 がこれらを感知し、Nrf2 に対する抑制が解除され、Nrf2 が核
に移行し、解毒化酵素であるグルタチオン S-転移酵素や NADPH キノン還元酵
素（NQO-1）などの異物代謝酵素群、グルタチオン合成酵素やヘムオキシゲナ
ーゼ 1（HO-1）などの酸化ストレス防御に関わる遺伝子発現を誘導することが
知られている（Fig. 29）。一方、NEPP11 は Keap1 の 151 番目のシステイン残基
へ結合し、Nrf2 の遊離と核内移行を引き起こすことが示唆されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29. Activation Keap1/Nrf2 pathway by electrophilic substances. 
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 15d-PGJ2がKeap1/Nrf2 経路を活性化するかどうかを検討するために、これらの
シグナル系の標的遺伝子であるHO-1 やNQO-1 のmRNA発現に対する効果を
RT-PCR法を用いて検討した。その結果、15d-PGJ2は濃度依存的にHO-1 及び
NQO-1 のmRNA発現レベルを増加することが確認された（Fig. 30）。特に、HO-1
に関しては、低濃度（0.3 µM）及び高濃度（1 µM）のどちらにおいても、非常
に強い遺伝子発現誘導が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30. The effect of 15d-PGJ2 on mRNA levels of Phase2 enzyme group. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 6-well plates at a density of 2.5 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the presence of EGF (2 ng/ml). Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 for 5 hr and total RNA were extracted 
and mRNA levels were analyzed by RT-PCR. HO-1 and NQO-1 mRNA levels were normalized by 
GAPDH levels. The data are means ± S.E.M. of four experiments. *; significant difference from 
vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-14 15d-PGJ2が海馬由来神経幹細胞の多分化能に及ぼす影響 
 神経幹細胞を定義づける重要な性質として増殖能の他に「多分化能」が知ら
れている。In vitroにおいて、神経幹細胞をEGF及びFGF2 を含まない培地中で接
着培養にすると、その分化が誘導され、ニューロン、アストロサイト、オリゴ
デンドロサイトの 3 種の細胞に分化する。これまでの結果より、PGD2及び
15d-PGJ2によって海馬由来神経幹細胞の増殖能が二相性に調節されることが示
唆されてきたが、多分化能に対する作用は未だ不明である。そこで、15d-PGJ2
が海馬由来神経幹細胞の多分化能に与える影響について検討した。多分化能に
対する評価は、未熟ニューロンマーカーであるTuj1、アストロサイトマーカー
であるGFAPを用いた免疫染色法によって行った。その結果、分化誘導 48 時間
及び 96 時間後において、時間依存的にTuj1 及びGFAP陽性細胞数の割合が増加
した（Fig. 31）。このことから、本実験の培養条件下において、時間依存的に神
経幹細胞の分化が促進されていることが示唆された。一方、15d-PGJ2は分化誘
導 48 時間及び 96 時間のいずれにおいても、増殖を促進させる低濃度（0.3 µM）
及び増殖を抑制させる高濃度（0.5 µM）においてもTuj1 陽性細胞及びGFAP陽性
細胞の割合影響しなかった。これらのことから、15d-PGJ2は海馬由来神経幹細
胞の多分化能に影響を及ぼさないことが示唆された。 
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Fig. 31. The effect of 15d-PGJ2 on the multipotency of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 96-well plate at a density of 2.6 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the presence of EGF (20 ng/ml). Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 in the absence of EGF for 48 (A) or 96 
(B) hr. Differentiation was evaluated by fluorescence-based immunocytochemistry using a mouse 
monoclonal antibody against Tuj1 (green), a neural marker, a rabbit polyclonal antibody against 
GFAP (red), an astroglial marker, and hoechst 33258 (blue). Representative immunofluorescence 
images (a) and the proportion of Tuj1 (+)-cells (left) and GFAP (+)-cells (right) (b) are shown. The 
data are means ± S.E.M. of four wells. Scale bar = 50 µm.  
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 3-15 15d-PGJ2脳室内投与がマウス海馬歯状回の神経幹細胞の増殖に及ぼす影
響 
 前述したように、マウス海馬歯状回（DG）の顆粒細胞下層（SGZ）には、神
経幹細胞が存在しており、生涯に渡ってニューロン新生を担っている。これま
でに本研究において、15d-PGJ2は海馬由来神経幹細胞の増殖を二相性、すなわ
ち低濃度において増殖を促進させ、高濃度において増殖を抑制させることがin 
vitroにおいて観察された。In vitroにおけるこれらの事象が、出生後のマウスに
おいても起こり得ることであるかどうかを、15d-PGJ2の脳室内投与及びBrdU免
疫染色によって検討した。様々な用量（0.3 – 30 ng）の 15d-PGJ2を 5 週齢の雄
性マウスに脳室内投与し、5 時間もしくは 24 時間後にBrdU（50 mg/kg）を腹腔
内投与し、さらにその 2 時間後に脳をサンプリングした。その後、BrdU抗体を
用いた免疫組織化学によってSGZに存在するBrdU標識細胞をカウントした。 
 その結果、15d-PGJ2を投与して 5 時間後にBrdU投与した場合においては、最
も高用量の 30 ng の 15d-PGJ2がDGのBrdU標識細胞の数をcontrol群と比較して
有意に減少させたが、それ以外の用量の 15d-PGJ2投与は影響を与えなかった
（Fig. 32A）。一方、15d-PGJ2を投与して 24 時間後にBrdU投与した場合におい
ては、低用量の 1 ngの 15d-PGJ2がcontro群と比較してDGのBrdU標識細胞数をお
よそ 148%に増加させた（Fig. 32B）。また、高用量の 30 ng の 15d-PGJ2はDGの
BrdU標識細胞数をおよそ 71%に減少させた。これらの結果から、in vivoにおい
ても 15d-PGJ2はマウス海馬歯状回の神経幹/前駆細胞の増殖を調節する作用を
持つことが示唆された。 
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Fig. 32. The effect of central injection of 15d-PGJ2 on the proliferation of neural 
stem/progenitor cells in the DG of postnatal mice. 
The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 5 h after (A) and 24 h 
after (B) 15d-PGJ2 injection. Five h (A) or 24 h (B) after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, 
animals were intraperitoneally injected with BrdU (50 mg/kg). Two hours after BrdU injection, 
animals were sacrificed and coronal brain sections were processed for BrdU immunohistochemistry. 
The data are means ± S.E.M. of three to five mice. *; significant difference from the vehicle control 
(p < 0.05, Dunnett's test). (b) Representative immunofluorescence images of BrdU-labeled cells in 
the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 or vehicle injection. The dashed 
rectangles in the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule 
cell layer; SGZ, subgranular zone. Scale bar = 100 µm.  
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 3-16 15d-PGJ2脳室内投与がマウス海馬歯状回のニューロン新生に及ぼす影響 
 これまでの結果より、15d-PGJ2は海馬神経幹細胞の増殖を二相性に調節して
いることがin vitro及びin vivoの両面において明らかになった。また、in vitroにお
いて 15d-PGJ2は海馬由来神経幹細胞の多分化能に影響を及ぼさないことが確認
された。そこで、15d-PGJ2の投与によって増殖が調節され、新生した細胞がそ
の後ニューロンへと分化・成熟していくかどうかを検討した。新生ニューロン
の評価は、BrdU標識細胞かつ成熟ニューロンマーカーであるNeuNに対して陽
性である二重陽性細胞の割合を算出することで検討した。15d-PGJ2及びBrdU投
与のタイムスケジュールは、3-15 と同様に 15d-PGJ2を 5 週齢の雄性マウスに脳
室内投与し、24 時間後にBrdU（50 mg/kg）を腹腔内投与した。その後、BrdU
を取り込んだ細胞がニューロンに成熟していくのために十分な時間として 3 週
間後にサンプリングを行った。 
 その結果、低用量の 1 ng及び高用量の 30 ng の 15d-PGJ2の投与は、DGのBrdU
標識細胞の数に影響を与えなかった（Fig. 33）。さらに、BrdU及びNeuNの二重
陽性細胞の数は、いずれの用量の 15d-PGJ2の投与においても影響を受けなかっ
た。 
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Fig. 33. The effect of the central injection of 15d-PGJ2 on the neurogenesis in the DG of 
postnatal mice. 
A: The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 
injection. Twenty four h after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, animals were intraperitoneally 
injected with BrdU (50 mg/kg). Three weeks after BrdU injection, animals were sacrificed and 
coronal brain sections were processed for immunohistochemistry using a rat monoclonal antibody 
against BrdU, proliferation marker, a mouse monoclonal antibody against NeuN a mature neural 
marker. Shown is the number of BrdU (+) and NeuN (+)-cells (green) and BrdU(+) and NeuN (-) 
-celld The data are means ± S.E.M. of six to eight mice. (a) Representative immunofluorescence 
images of BrdU-labeled (red) and NeuN-labeled cells (green) in the DG of mice. The dashed 
rectangles in the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule 
cell layer; SGZ, subgranular zone.  
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 3-17 15d-PGJ2脳室内投与がマウス海馬歯状回のアストロサイト新生に及ぼす
影響 
 続いて 15d-PGJ2の投与によって増殖が調節され、新生した細胞がその後アス
トロサイトへと分化・成熟していくかどうかを検討した。新生アストロサイト
の評価は、BrdU標識細胞かつアストロサイトマーカーであるGFAPに対して陽
性である細胞によって検討した。15d-PGJ2及びBrdU投与のタイムスケジュール
は、3-16 と同様に行った。 
 その結果、低用量の 1 ng及び高用量の 30 ng の 15d-PGJ2の投与は、DGのBrdU
標識細胞の数に影響を与えなかった（Fig. 34）。さらに、BrdU及びGFAPの二重
陽性細胞の数は、いずれの用量の 15d-PGJ2の投与においても影響を受けなかっ
た。 
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Fig. 34. The effect of the central injection of 15d-PGJ2 on the astrogliogenesis in the DG 
of postnatal mice. 
A: The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 
injection. Twenty four h after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, animals were intraperitoneally 
injected with BrdU (50 mg/kg). Three weeks after BrdU injection, animals were sacrificed and 
coronal brain sections were processed for immunohistochemistry using a rat monoclonal antibody 
against BrdU, proliferation marker, a rabbit polyclonal antibody against GFAP an astroglial marker. 
Shown is the number of BrdU (+) and GFAP (+)-cells (green) and BrdU (+) and GFAP (-)-cells. 
The data are means ± S.E.M. of six to eight mice. (B) Representative immunofluorescence images 
of BrdU-labeled (red) and GFAP-labeled (green) cells in the DG of mice. The dashed rectangles in 
the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule cell layer; 
SGZ, subgranular zone.  
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 4.考察 
 
 
 本研究では、睡眠誘導物質であるPGD2とその代謝産物である 15d-PGJ2が、マ
ウス海馬神経幹細胞の増殖に及ぼす作用の解明について、in vitro及びin vivoの
両面から検討を行った。海馬由来培養神経幹細胞の増殖に及ぼすPGD2の影響に
ついて増殖評価法であるWST-8 assay及びBrdU assayを用いて検討した結果、
PGD2は低濃度（0.3 µM - 2 µM）ではEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（5 µM 
- 10 µM）では増殖を抑制するという二相性の調節作用を示すことが観察された。
さらに、高濃度のPGD2は増殖の抑制に引き続き、神経幹細胞の細胞死を引き起
こしていることが明らかとなった。また、DP1 及びDP2 アンタゴニストを用い
た解析によって、PGD2の増殖調節作用は、PGD2受容体であるDP1 及びDP2 の
いずれも介さない経路によって惹起されることが示唆された。また、PGD2の非
酵素的代謝産物である 15d-PGJ2はEGF依存的な神経幹細胞の増殖を低濃度（0.1 
µM - 0.3 µM）では促進し、高濃度（1 µM - 10 µM）では抑制するというPGD2
と同様の二相性の作用を示し、さらにPGD2よりも低濃度で作用を示すことが見
出されたことから、PGD2による増殖調節作用は代謝生成された 15d-PGJ2の作用
によるものである可能性が示唆された。PGD2の場合と同様に、高濃度の
15d-PGJ2も神経幹細胞の細胞死を引き起こすことが明らかになった。また、
PGD2及び 15d-PGJ2による増殖調節作用はPPARγ非依存的に惹起され、15d-PGJ2
のシクロペンテノン環中の 9 位の親電子性炭素が、その作用において重要な役
割を果たしていることが示唆された。低濃度の 15d-PGJ2は、神経幹細胞内の総
グルタチオン量に影響を及ぼさなかったが、高濃度では、その量を減少させた。
一方、15d-PGJ2は濃度依存的に細胞内ROSレベルを上昇させた。さらに、グル
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 タチオン負荷はPGD2及び 15d-PGJ2の増殖調節作用を部分的に抑制したことか
ら、特に高濃度の 15d-PGJ2の標的物質として、グルタチオンの可能性が示唆さ
れた。またin vivoにおいても 15d-PGJ2の脳室内投与は、マウス海馬歯状回の神
経幹細胞の増殖を低用量で促進し、高濃度で抑制するという二相性の調節作用
を示すことが観察された（Fig. 35）。その一方、15d-PGJ2は神経幹細胞の多分化
能に対しては影響を及ぼさないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 35. Summary of the effect of 15d-PGJ2. 
 
 
以上の結果から、PGD2による海馬由来神経幹細胞の増殖調節作用は、PGD2
受容体（DP1 及びDP2）を介した経路でなく、その代謝産物である 15d-PGJ2が
主に作用していることが示唆された。また、そのメカニズムとして、高濃度の
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 15d-PGJ2では、細胞内グルタチオンと共有結合し、細胞内のROSレベルを急激
に上昇させることで、神経幹細胞の増殖を抑制していることが示唆された。一
方、低濃度の 15d-PGJ2はグルタチオンとは別の、未知の標的物質を介した経路
によって神経幹細胞の増殖を促進していることが推察された（Fig. 36）。 
 
 
 
Fig 35. Mechanism of regulation of neural stem cell proliferation by PGD2 and 15d-PGJ2. 
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  一般に、PGD2の作用は 7 回膜貫通型のGPCRであるPGD2受容体（DP1 及び
DP2）を介して惹起されることが知られている。DP1 はGsと共役しており、PGD2
刺激はGsを介したアデニル酸シクラーゼの活性化とそれに続く細胞内cAMP濃
度の上昇を引き起こすことが報告されている(Boie et al., 1995)。また、DP2 はGi、
Gqと共役しており、PGD2刺激によりGiを介したアデニル酸シクラーゼの不活性
化とそれに続く細胞内cAMP濃度の減少や細胞内カルシウム濃度の上昇を引き
起こすことが報告されている(Hirai et al., 2001; Nagata and Hirai, 2003; Stubbs et 
al., 2002)。GPCRの一つであるendothelin-B受容体は、Gi及びGq/11の活性化とそれ
に続くホスホリパーゼC、ERK1/2 の活性化を惹起することで、paxillinのチロシ
ンリン酸化とintegrinシグナルの活性化を引き起こし、それにより神経幹細胞の
増殖を高めることが報告されている(Morishita et al., 2007)。また、Gi/oと共役す
ることが知られているカンナビノイド受容体（CB1 及びCB2）も神経幹細胞の
増殖能を促進させることが報告されている(Aguado et al., 2006; Jiang et al., 2005)。
これらの報告より、PGD2がGPCRの一種であるDP1 もしくはDP2 を介して、神
経幹細胞の増殖を調節している可能性が予想されたが、DP1 及びDP2 のそれぞ
れ特異的アンタゴニストは、PGD2の作用に影響を与えなかった。細胞の種類や
培養条件によってアンタゴニストに対する反応性が異なる可能性も考えられる
ことから、様々な濃度（0.1 – 30 µM）のアンタゴニストを用いて検討したが、
PGD2の作用に影響を与えなかった。したがって、PGD2の増殖調節作用はDP1
及びDP2 のいずれも介さない経路によって惹起されていることが考えられた。
また、PGD2刺激による神経幹細胞の細胞内Ca2+濃度変化をFura-2 法による細胞
内Ca2+濃度測定によって調べたところ、PGD2はいずれの濃度においても細胞内
Ca2+濃度に対して影響を与えなかった（Katura et al. unpublished observation）。以
上より、PGD2の海馬由来神経幹細胞の増殖に対する作用にPGD2受容体は関与
していない可能性が示唆された。 
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  PGD2による増殖調節作用の培養日数依存性について検討したところ、EGF（2 
ng/ml）による細胞数の増加がまだ顕著ではない培養 1 日目から低濃度のPGD2
による促進効果が見られ、培養 2 日目でピークとなった一方で培養 4 日目、7
日目には見られなくなった。これらの作用は、高濃度のPGD2による抑制効果よ
りも時間的に早い段階から見られたことから、PGD2は増殖の余地がある細胞に
対して、その増殖の速度をより早める効果がある可能性が考えられる。 
 本研究では、PGD2及びその代謝産物である 15d-PGJ2の作用を、数十nMから
10 µMの範囲の濃度で検討している。前述したように、マウス海馬のPGD2含有
量を測定した結果から、生理状態の海馬におけるPGD2の濃度は 50 nM程度と推
測される。さらに、断眠時において脳内のPGD2含有量は、数百倍から数千倍に
なることが報告されていることから(Shibata et al., 2002)、in vitroの実験において
数十nMから数µMの範囲で検討を行うことは妥当であると考えられる。また、
PGD2の非酵素的代謝産物である 15d-PGJ2は、PGD2を 37°Cで無細胞系のメディ
ウム中においてインキュベートすると、24 時間後にその 30%程が 15d-PGJ2に変
換されることが確認されている(Shibata et al., 2002)。PGD2による神経幹細胞の
増殖促進作用は、1 ～ 2 µMで観察されるのに対して、15d-PGJ2による増殖促進
作用は、0.1 ～ 0.3 µMで観察されることから、先行研究の結果と比較して妥当
であると考えられる。 
前述したように、PGD2の非酵素的代謝産物としてシクロペンテノン構造を有
するJ2型PG（PGJ2類）が知られており、これまでにPGJ2、∆12-PGJ2、及び 15d-PGJ2
の 3 種類が報告されている（Fig. 3）。PGD2から非触媒的脱水により産生された
PGJ2は別々の経路で∆12-PGJ2、及び 15d-PGJ2に変換されることが明らかになっ
ており、PGJ2から 15d-PGJ2への脱水・異性化は非触媒的に、また血清アルブミ
ン存在下ではPGJ2は∆12-PGJ2へと代謝され、15d-PGJ2への代謝が阻害されると報
告されている。このことから、生体内では 15d-PGJ2は主に細胞内に貯えられ、
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 低濃度で増殖を促進し、高濃度で抑制するというPGD2と同様の二相性の作用を
示し、さらにPGD2よりもより低濃度側で作用を示すことから、神経幹細胞の増
殖調節作用の主たる役割は代謝生成された 15d-PGJ2が担っていることが考えら
れた。一方、15d-PGJ2は核内受容体スーパーファミリーに属するPPARγの内因
性リガンドとして同定され、脂肪細胞の分化等を惹起することが報告されてい
る(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995)。その後の研究により、15d-PGJ2が
PPARγ依存的にマクロファージの活性化を抑制することも報告されている
(Ricote et al., 1998)。胎児マウス脳由来の神経幹細胞において、15d-PGJ2やPPAR
γアゴニストがPPARγを介して神経幹細胞の増殖を促進し、さらにニューロン
への分化を抑制することが報告されている(Wada et al., 2006)。しかしながら、
本研究では、PPARγアンタゴニストを用いた実験より、PGD2及び 15d-PGJ2に
よる海馬由来神経幹細胞の増殖調節作用はPPARγを介していないことが明らか
となった。Wadaらの報告(Wada et al., 2006)では、脳全体から神経幹細胞を分離
培養しているため、この結果の相違は、実験対象とした神経幹細胞の性質の違
いに起因しているのかもしれない。未分化な神経幹細胞にもいくつかのサブタ
イプが存在するとの報告もあり(Doetsch et al., 1999)、脳部位の違いにより神経
幹細胞機能の調節機構が異なると考えられる。ただ、本研究においてもEGF（2 
ng/ml）存在下において、10 µM CAY10410 による神経幹細胞の増殖促進作用は、
PPARγを介していることが示唆されている。 
 15d-PGJ2のシクロペンテノン環中の共役二重結合部分は高い親電子性に富ん
でおり、標的タンパク質中のシステイン残基と共有結合することでその機能を
変化させ、細胞内情報伝達に関与することが知られている(Rossi et al., 2000; 
Straus et al., 2000)。15d-PGJ2はこの親電子性炭素を介して内因性還元物質のグル
タチオンと共有結合し、細胞内ROSの濃度を上昇させることが報告されている
(Kawamoto et al., 2000)。また、抗酸化剤として知られているMCI-186 はマウス
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 線条体原基由来神経幹細胞の増殖を抑制し、それに引き続くニューロンへの分
化を促進させることが報告されており(Moriya et al., 2007)、また、ラット海馬神
経前駆細胞において、ROSがその増殖能を調節していることが報告されている
(Limoli et al., 2004)。すなわち、細胞内ROSが神経幹細胞の増殖能を促進し、一
方、細胞内ROSレベルの低下は増殖能抑制することが明らかにされている。こ
のことから、細胞内の酸化還元状態が神経幹細胞の増殖調節に重要であること
が示唆され、15d-PGJ2による神経幹細胞の増殖能調節作用に細胞内主要還元物
質であるグルタチオンが関与している可能性が考えられた。本研究では、高濃
度の 15d-PGJ2は多くのグルタチオンと共有結合する結果、神経幹細胞内の総グ
ルタチオン量を大いに減少させ、細胞内ROSレベルを、生理学的範囲を超えて
非常に高く上昇させ、それにより増殖の停止とそれに続く細胞死を引き起こし
たと考えられる。この結果と同様に、ヒトBリンパ球に対しても高濃度の
15d-PGJ2（5 – 20 µM）は、PPARγ非依存的にROSレベルの上昇と細胞死を引き
起こすことが確認されている(Ray et al., 2006)。また、15d-PGJ2は低濃度では内
皮細胞に対して保護的に作用するが、高濃度ではアポトーシスを誘導すること
が報告されており(Levonen et al., 2001)、高濃度のPGD2及び 15d-PGJ2による神経
幹細胞のアポトーシス誘導作用は前述したように、細胞内のROSのレベルが異
常に上昇することによって引き起こされたものと考えられる。一方で、低濃度
の 15d-PGJ2は、細胞内グルタチオン量に影響を及ぼさずに、ROSレベルの中程
度の上昇を惹起したことから、グルタチオンとは別の酸化還元物質と共有結合
することで、その作用を惹起している可能性が考えられる。生体内における重
要な酸化還元制御タンパク質であるチオレドキシン（ thioredoxin; TrX）も
15d-PGJ2の標的分子であることが報告されている(Shibata et al., 2003)。すなわち、
15d-PGJ2は細胞内のROSを消去する役割をもつTrX分子中の活性中心のシステ
イン残基に共有結合することにより不活性化し、細胞内の酸化還元状態の破綻
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 を引き起こす可能性が報告されている(Shibata et al., 2003)。低濃度の 15d-PGJ2
による神経幹細胞の増殖促進作用において、TrXが重要な役割を果たしている
可能性が考えられる。 
 近年、15d-PGJ2によるMAPKの活性化にはH-rasが関与していることが報告さ
れた。(Oliva et al., 2003)。すなわち、15d-PGJ2によるMAPKの活性化は、H-ras
タンパク質中のシステイン残基への共有結合が重要で、この知見は、15d-PGJ2
による化学修飾がタンパク質の機能抑制だけでなく、活性化もなし得るという
意味で、15d-PGJ2による細胞応答におけるシステイン残基への付加の多様性を
示すものである。神経幹細胞の増殖能の促進にMAPKの 1 つであるERK1/2 の活
性化が関与することが報告されているので(Torroglosa et al., 2007)、15d-PGJ2によ
るH-rasの活性化とそのシグナル伝達の下流に存在するERK1/2 の活性化が、実
際に神経幹細胞内で起こっている可能性を検討した。しかしながら、増殖を促
進させる低濃度（0.3 µM）はEGF誘導性のERK1/2 のリン酸化に対してほとんど
影響を及ぼさなかった。これらの結果から、低濃度の 15d-PGJ2の標的分子とし
て、H-rasは可能性が低いと考えられる。 
 近年、15d-PGJ2と同じシクロペンテノン型プロスタグランジンであり、親電
子性を持つ合成化合物であるNEPP11 が、Keap1/Nrf2 経路を活性化し、II型酵素
群を誘導することによってニューロン保護作用を示すことが報告されている
(Satoh et al., 2006)。Keap/Nrf2 経路が活性化されると、II型酵素群であるHO-1 や
NQO-1 が発現されてくる。15d-PGJ2がこのKeap/Nrf2 経路を活性化し、HO-1 や
NQO-1 の発現を誘導するか検討したところ、15d-PGJ2の濃度依存的に遺伝子発
現が誘導されてきた。特に、HO-1 に関しては、低濃度の 15d-PGJ2においても
controlと比較して、かなり強い発現誘導が見られた。発現したHO-1 は、Heme
をbiliverdinへと代謝し、最終的に抗酸化作用を有するbilirubinが生成されてくる。
低濃度の 15d-PGJ2による神経幹細胞の増殖促進作用において、Keap1/Nrf2 経路
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 が重要な役割を持つ可能性が考えられる。この仮説を明らかにするには、さら
なる詳細な解析が必要である。 
 これまでの報告により、成体哺乳類の海馬歯状回には神経幹/前駆細胞が豊富
に存在していることが明らかになっている(Altman and Das, 1965; Dayer et al., 
2003)。そこで、in vivoにおいて 15d-PGJ2がマウス海馬歯状回の神経幹/前駆細胞
の増殖に与える影響について検討したところ、30 ngの 15d-PGJ2の投与による増
殖抑制効果は、投与 5 時間後に見られた。一方、1 ngの 15d-PGJ2の投与による
増殖促進効果は、投与 24 時間後においてのみ見られ、作用の発現がより遅かっ
た。この促進効果と抑制効果に時間的な作用の違いがあることから、15d-PGJ2
による二相性の調節作用はそれぞれ違った経路を介していることが推察される。 
 近年、神経炎症といった中枢神経系疾患によって成体期における神経新生が
影響を受けることが報告されている。本研究室ではこれまでに、in vivoにおい
てリポ多糖類（lipopolysasccharide; LPS）がマウス海馬歯状回の新生細胞の生存
を障害することが報告されている(Bastos et al., 2008)。LPSによるこれらの作用
は、海馬歯状回においてシクロオキシゲナーゼ 2 の発現誘導を介して起こって
いると示唆されている。さらに、LPSの脳室内投与によって脳内のPGD2含有量
が急激に上昇することが報告されている(Rosenberger et al., 2004)。15d-PGJ2の脳
室内投与によって脳内出血と同様な状況が起こることから(Zhao et al., 2006)、神
経炎症のような病態生理的な状況下でニューロン新生を調節する分子として、
PGD2や 15d-PGJ2が重要な役割を持つことが考えられる。 
 ところで、睡眠剥奪や断眠が海馬歯状回の神経新生を抑制することがラット
で報告されているが(Guzman-Marin et al., 2003)、その原因脳内物質は同定されて
いない。PGD2は、覚醒時に脳内で生合成・分泌され、睡眠を誘発する作用を持
つことが知られている(Urade et al., 1993)。本研究の結果から、睡眠による海馬
歯状回の神経幹細胞の増殖調節機構においてPGD2が重要な役割を果たしてい
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 ることが予想される。今後、in vivoで睡眠やその剥奪に伴う神経幹細胞の増殖
能変化における内因性PGD2及び 15d-PGJ2の役割を検討していくことが必要で
ある。 
近年、幹細胞を用いた再生医療への期待が高まる中でアルツハイマー病、統
合失調症などの難治性中枢疾患に対する新たな治療法として、神経幹細胞の移
植や内在性神経幹細胞の賦活化などが注目されているが、これら治療法の開発
に、さまざまな生理的・病態生理的な因子による神経幹細胞の増殖や運命決定
に関与する分子メカニズムを解明することは極めて重要である。本研究におい
て、我々にとって必要不可欠な生理現象である睡眠を誘導するPGD2及びその代
謝産物である 15d-PGJ2が神経幹細胞の増殖を調節する作用を持つことが解明さ
れ、神経幹細胞を用いた新たな治療法開発のための手がかりになることを期待
する。 
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